Carga viral de seis tipos de Virus del Papiloma Humano de alto riesgo y su asociacion con lesiones cervicales by Del Río Ospina, Luisa Fernanda
 1 
COLEGIO MAYOR DE NUESTRA SEÑORA DEL ROSARIO 
UNIVERSIDAD CES 




CARGA VIRAL DE SEIS TIPOS DE VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO DE 




TRABAJO DE GRADO  
PARA OBTENER EL TÍTULO DE: 



















Luisa Fernanda Del Río Ospina, M.D. 
Médica Cirujana, egresada del Colegio Mayor de Nuestra Señora del Rosario.  
Estudiante de la Especialización de Epidemiología Colegio Mayor de Nuestra 
Señora del Rosario.  
Investigadora del Grupo Funcional de Biología Molecular; proyecto del Virus 
del Papiloma Humano, en la Fundación Instituto de Inmunología de Colombia 
(FIDIC).  





















INSTITUCIONES PARTICIPANTES  
 
 
Colegio Mayor de Nuestra Señora del Rosario  
Universidad CES – Medellín  










El presente trabajo no habría podido realizarse sin la colaboración de las personas que 
participaron en la recolección de las muestras y diligenciamiento de los cuestionarios de 
información en cada una de las instituciones de salud que participaron en el desarrollo 
del estudio multicéntrico.  
A la Fundación Instituto de Inmunología de Colombia, a los doctores Manuel Elkin y 
Manuel Alfonso Patarroyo, mil gracias, por brindarme la oportunidad de realizar éste 
trabajo. Agradezco el esfuerzo, y dedicación de Sara Cecilia Soto de León, quien dirigió 
este estudio y el apoyo del grupo de investigadores,  Milena Camargo, Marina Muñoz, 
Andrés Moreno, quienes contribuyeron al desarrollo, con su colaboración, su 
experiencia y  conocimientos.  
Al doctor Ricardo Sánchez, por su colaboración y asesoria para el análisis de los 
resultados. De igual manera agradecida con todos los docentes de la especializacion por 
sus enseñanzas.  
 










Introducción: La infección por un tipo de Virus del Papiloma Humano de alto riesgo 
(VPH-AR), es el factor principal en el desarrollo de Cáncer de Cérvix (CC). La carga 
viral puede modular esta asociación, por lo que resulta importante su cuantificación y el 
establecimiento de su relación con lesiones precursoras de CC. 
Metodología: 60 mujeres con lesiones escamosas intraepiteliales (LEI) y 120 mujeres 
sin LEI, confirmadas por colposcopia, fueron incluidas en el estudio. Se determinó la 
carga viral de 6 tipos de VPH-AR, mediante PCR en tiempo real. Se estimaron OR 
crudos y ajustados para evaluar la asociación entre la carga viral de cada tipo y las 
lesiones cervicales.  
Resultados: 93.22% de mujeres con LEI y 91.23% de mujeres negativas, fueron 
positivas para al menos un tipo de VPH. VPH-18 y VPH-16 fueron los tipos más 
prevalentes, junto con VPH-31 en mujeres sin LEI. No se encontraron diferencias 
estadísticamente significativas de las cargas virales entre éstos dos grupos, aunque se 
observó un mayor carga viral en lesiones para algunos tipos virales. Una mayor 
frecuencia de lesiones se asoció a infecciones con carga baja de VPH-16 (ORa: 3.53; 
IC95%: 1.16 – 10.74), en comparación a mujeres con carga alta de VPH-16, (ORa: 2.63; 
IC95%: 1.09 – 6.36). En infecciones por VPH-31, la presencia de carga viral alta, se 
asoció con una menor frecuencia de lesiones (ORa: 0.34; IC95%: 0.15 – 0.78). 
Conclusiones: La prevalencia tipo-específica de VPH se corresponde con las reportadas 
a nivel mundial. La asociación entre la carga viral del VPH y la frecuencia de LEI es 
tipo específica y podría depender de la duración de la infección, altas cargas 
relacionadas con infecciones transitorias, y bajas cargas con persistentes. Este trabajo 
contribuye al entendimiento del efecto de la carga viral en la historia natural del CC; sin 
embargo, estudios prospectivos son necesarios para confirmar estos resultados.  
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Background: Infection with high risk of human papillomavirus (HR-HPV) is the main 
factor in the development of Cervical Cancer (CC). Viral load can modulate this 
relationship, so it is important to quantify and establish its association with CC 
precursor lesions. 
 
Methods: 60 women having cervical intraepithelial neoplasia (CIN) and 120 women 
without CIN and confirmed by colposcopy, were included in the study. Samples were 
tested for six high-risk HPV types to determine viral copy number by real-time PCR. 
Crude and adjusted odds ratios (ORa) were estimated for evaluating the association 
between each viral type’s DNA load and the risk of cervical lesions occurring. 
 
Results: 93.22% of women with CIN and 91.23% negative women were positive for at 
least one type of HPV. HPV-18 and HPV-16 were the most prevalent types, with HPV-
31 in women without CIN. No statistically significant differences in viral load between 
these two groups were identified, although a higher viral load was observed in CIN 
regarding some viral types. Lesions were more frequent in HPV-16 patients having a 
low viral load (3.53 ORa, 1.16-10.74 95%CI) compared to those having high HPV-16 
load (2.62 ORa, 1.08-6.35 95%CI). High viral load in HPV-31 patients was associated 
with lower CIN frequency (0.34 ORa, 0.15-0.78 95%CI). 
 
Conclusions: The type-specific prevalence of HPV is consistent with the reported 
worldwide. An association between HPV DNA load and CIN frequency was seen to be 
type-specific and may have depended on the duration of infection, high viral loads 
related to transient infections and low viral loads with persistent infections. This 
analysis has provided information for understanding the effect of HPV DNA load on 
cervical lesion development. However prospective studies are needed. 
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La Asociación existente entre el Virus del Papiloma Humano (VPH) y el Cáncer de 
Cérvix (CC) ha sido claramente establecida, identificándose la infección persistente por 
tipos virales de alto riesgo (VPH-AR) como el factor más importante  (1). Sin embargo, 
existen otros factores relacionados al huésped y al virus que modulan ésta asociación, 
siendo uno de éstos la carga viral del VPH (1-4).  
 
La carga viral del VPH ha sido interés de investigaciones científicas, con el propósito de 
dilucidar las características y la dinámica de la asociación y de esta manera, contribuir 
en el establecimiento de medidas que permitan la disminución del impacto del CC en la 
población. Estudios previos se han realizado para determinar la asociación entre la carga 
viral y la duración de la infección. (5-7); así como su relación con la severidad, 
progresión y desarrollo de CC (8, 9). 
 
Los resultados de estos estudios han encontrado que la cantidad de ADN viral aumenta 
con la severidad de las lesiones de manera proporcional, siendo detectable incluso antes 
del desarrollo de lesiones cervicales (8-11); Sin embargo otros estudios no encontraron 
dicha asociación (12-15). 
 
Dentro de los tipos virales de alto riesgo, el VPH-16 es el más frecuente en casos de CC 
(entre 50–70%) (16). Por lo que, la mayor parte del conocimiento que se tiene sobre la 
relación entre la carga viral del VPH y el CC, se ha basado en este tipo viral. La 
mayoría de estudios que han evaluado la carga viral de otros tipos de alto riesgo, no han 
encontrado resultados comparables a los obtenidos para VPH-16 (17-20). Excepto 
Moberg et al.,  quienes encontraron que una carga viral alta de VPH-16, VPH-31 y 
VPH-18/45 incrementaba el riesgo de desarrollar Carcinoma In Situ (CIS) (21). De 
acuerdo a éstos hallazgos, la carga viral del VPH provee información para determinar el 
riesgo de CC, pero sujeta a las diferencias tipo-específicas. 
 
Una de las técnicas más empleada y confiable para la determinación viral es la Reacción 
en Cadena de la Polimerasa (PCR siglas en inglés de: Polymerase Chain Reaction), la 
cual provee una alta sensibilidad y especificidad (22-24). Para la detección,  tipificación 
y cuantificación del VPH, se ha descrito ampliamente la PCR en tiempo real, que 
permite identificar un amplio rango de copias virales, y la normalización de la carga 
viral de acuerdo a la cantidad de ADN humano, con una alta reproducibilidad, 
sensibilidad, especificidad y rendimiento (13, 25, 26). Es por esto que se considera 
como un método que proporciona una medición de la carga de los distintos  VPH-AR 
adecuada y confiable, facilitando así, la investigación del rol de ésta en el desarrollo de 
CC (11, 12, 27).  
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Para Colombia, estudios previos, encontraron como principal determinante para la 
persistencia de la infección por el VPH, la carga viral, siendo la infección por el VPH-
16, la que mayor riesgo presenta en el desarrollo de lesiones de alto grado (28). Sin 
embargo, para nuestro país, aún no se han realizado estimaciones acerca de la 
asociación entre lesiones precursoras del CC y la carga viral (determinada mediante una 
técnica cuantitativa como la PCR en tiempo real, para los 6 tipos virales más frecuentes 
en nuestro país (VPH-16, -18, -31, -33, -45, -58), en una población con  diferentes 
condiciones sociodemográficas, datos que son relevantes al momento de implementar 







El Cáncer de cérvix (CC), de acuerdo a la Organización Mundial de la Salud es el 
cuarto cáncer más frecuente entre las mujeres, con cerca de 528,000 casos nuevos, y 
266,000 muertes al año. Se estima que cerca de un 85% de los casos son procedentes de 
países en vía de desarrollo. En Colombia se reporta una incidencia estandarizada de 
18.7 por 100,000 mujeres al año y una mortalidad de 8 por 100,000 mujeres al año. Esta 
entidad es considerada como un grave problema de salud pública, debido al impacto que 
genera en la población ya que es causante del fallecimiento de mujeres en edades 
reproductivas, siendo una enfermedad prevenible y curable (29).  
 
Ha sido claramente establecido que el factor necesario, mas no suficiente para que se 
desarrolle éste tipo de cáncer es la infección con el VPH. Es importante señalar que 
factores como la infección persistente, la presencia de tipos virales de alto riesgo (VPH-
AR), la infección simultánea por más de un tipo de VPH (coinfección) y una elevada 
carga viral, facilitan la progresión de las lesiones cervicales (9, 30, 31). 
 
Teniendo presente que tan sólo un 5 a 10% de las mujeres con infección por VPH, 
desarrollan una lesión escamosa intraepitelial de alto grado (LEI-AG), y que la 
progresión a CC tarda hasta 20 años, se establece que la mayor parte de los casos 
pueden prevenirse mediante la detección oportuna y el tratamiento anticipado de las 
lesiones precancerosas. Por lo anterior, la tasa de curación está estrechamente 
relacionada con el momento en que se realiza el diagnóstico, el estadio de la 
enfermedad y la disponibilidad del tratamiento. Se considera que de no tratarse el 
cáncer de cérvix, es por lo general mortal (32, 33).  
Con el propósito de disminuir el impacto que ha generado el CC, a nivel mundial se han 
desarrollado estrategias, encaminadas a la prevención, control y reducción de la morbi-
mortalidad de ésta neoplasia (34-36). Actualmente el método de tamización 
mundialmente aceptado, es la citología, con la cual se identifican mujeres con 
anormalidades cervicales. Sin embargo ésta técnica tiene una sensibilidad limitada para 
la detección de lesiones precancerosas (41-73%) (37). Además, aunque en Colombia se 
ha reportado una cobertura de la citología de 76,3%, cercana a la de países desarrollados 
(Estados Unidos, de 83%), persisten dificultades para la reducción del impacto del CC 
en nuestro país, al igual que en la mayoría de países en vía de desarrollo (38, 39).  
 
En los últimos años, se han desarrollado técnicas moleculares para la detección de ADN 
del VPH, que buscan superar las limitaciones de la citología. Además, teniendo en 
cuenta la asociación entre la persistencia de las infecciones por VPH-AR y el desarrollo 
de CC, la detección molecular, facilita la identificación de mujeres en riesgo de 
desarrollar esta enfermedad, aún cuando cambios morfológicos no hayan ocurrido (40). 
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Estas técnicas son potencialmente útiles en el ámbito clínico como métodos de 
tamización inicial, como pruebas para identificación de mujeres con lesión escamosa 
intraepitelial de bajo grado (LEI-BG) que requieran valoración por colposcopia, para la 
evaluación de mujeres sin hallazgos por colposcopia y para evaluar la tasa de curación 
posterior al tratamiento de LIE-AG (37). Para dichas pruebas se podría implementar el 
uso de técnicas como la PCR, que provee una mayor sensibilidad y especificidad, y la 
PCR en tiempo real, que además de permitir la identificación del virus, determina el 
número de copias virales presente en la muestra (13, 41).  
 
La cuantificación de la carga del virus de VPH es un factor que ha sido considerado 
importante desde el punto de vista clínico, ya que se ha demostrado que la persistencia 
de la infección y el mantenimiento elevado de la carga viral contribuyen a la progresión 
de lesiones de bajo grado a CC (9, 10, 13, 42). La determinación y el conocimiento del 
número de copias presente en mujeres colombianas, teniendo en cuenta las diferencias 
sociodemográficas de la población (mujeres de distintas regiones y etnias), y su 
asociación con la presencia de lesiones cervicales, permiten una aproximación oportuna 
a mujeres bajo un riesgo importante de desarrollar CC. Estos resultados contribuirán en 
la generación de información para la implementación de nuevas estrategias de 
prevención, diagnóstico y control, del desarrollo de vacunas más apropiadas, de tal 













3. PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN  
 
3.1  Pregunta de investigación principal 
Existe asociación entre la carga viral de seis tipos de Virus del Papiloma Humano de 
alto riesgo y la presencia de lesiones escamosas intraepiteliales? 
3.2 Preguntas secundarias 
 
Cuáles son los aspectos sociodemográficos que caracterizan a la población en estudio?  
Cuál es la frecuencia de los factores de riesgo encontrados en los dos grupos de mujeres 
y que diferencias existen entre los grupos? 
Cuál es la distribución tipo-específica de VPH en la muestra? 
Cuál es la carga viral de cada uno de los seis tipos de VPH de alto riesgo que se 
presenta en mujeres con  y sin lesiones cervicales? 
Existe diferencia en la distribución de la carga viral de cada tipo entre los dos grupos de 






4. JUSTIFICACIÓN  
 
 
El Cáncer de Cérvix (CC) es una enfermedad con alto impacto a nivel mundial, sin 
embargo, un 85% de carga recae en países en vía de desarrollo. Se estimaron cerca de 
528.000 casos nuevos  y 266.000 muertes para el 2012 (29); en Colombia el CC es el 
segundo cáncer en frecuencia, con una incidencia y mortalidad ajustadas de 18,7 y 8 por 
cada 100,000 mujeres al año respectivamente. La carga viral del VPH se relaciona con 
la persistencia de la infección, y el desarrollo de Cáncer de Cérvix (CC) (6, 10), por lo 
cual ha sido interés de numerosas investigaciones científicas.   
 
Para discernir cuáles son los factores intrínsecos del virus y del hospedero que permiten 
la regresión o el desenlace de la infección, así como también la progresión de lesiones 
precursoras, la identificación de la carga viral para VPH se ha llevado a cabo en 
diferentes escenarios; con diferentes tipos virales, principalmente de alto riesgo (7, 43, 
44), en muestras variables (cervical, orina, sangre, parafina) (45), en relación a la 
duración de la infección (9) y con la eliminación de la infección, entre otros (6, 37). 
 
Estudios previos se han llevado a cabo para establecer la asociación entre la carga de 
VPH y las lesiones cervicales presentes. Se ha encontrado un mayor número de copias 
virales en mujeres con lesiones de alto grado, lo que sugiere a la carga viral como un 
factor importante para la progresión de las lesiones a nivel cervical (8, 9, 11, 46, 47).  
 
Actualmente, la información que se tiene no es consistente, se han empleado diferentes 
técnicas de cuantificación y además, la mayoría de los estudios que han realizado la 
cuantificación por técnicas cuantitativas, han sido diseñados para VPH-16, por lo cual, 
no es posible generalizar a todos los tipos virales de alto riesgo (9, 48, 49). Aquellos 
estudios que han incluido otros tipos virales, no han encontrado ninguna asociación  
(17-20, 43).  
 
Algunos estudios que han incluido otros tipos virales, han utilizado la Captura Hibrida 
Viral II (HCII) que permite la valoración cualitativa de 13 tipos virales de alto riesgo, 
teniendo como limitantes, no hacer una detección tipo-especifica, ni cuantificar con 
exactitud el número de copias virales del tipo o tipos virales involucrados en la 
infección (40, 46). 
 
Los hallazgos encontrados, tienen implicaciones importantes considerándose que la 
carga viral es un factor del virus, que puede modificar la historia natural del CC. Por lo 
tanto, el presente proyecto resulta relevante, puesto que permitió identificar en mujeres 
colombianas provenientes de diferentes regiones, la asociación entre la carga viral de 




De ésta manera se aportan datos relevantes para la caracterización del comportamiento 
del VPH, la prevalencia, la distribución tipo-específica y la relación con factores de 
riesgo. Estos resultados ampliarán el conocimiento y contribuirán  en el mejoramiento 
de los programas de promoción y prevención que contemplen la detección y tipificación 
de VPH, la cuantificación de la carga viral, entre otros. Finalmente con lo anterior se 
logrará la identificación temprana de mujeres en riesgo de desarrollar CC, buscando con 




5. MARCO TEÓRICO 
 
 
5.1 Epidemiología  
 
El Cáncer de Cérvix (CC) representa el tercer cáncer más frecuente en las mujeres a 
nivel mundial, después del cáncer de seno y el cáncer colorrectal. Según el último 
reporte de The International Agency for Research on Cáncer (IARC), se estimaron cerca 
de 528.000 casos nuevos para el 2012,  teniendo una tasa de incidencia ajustada por 
edad de 14 por 100.000 mujeres/año. Cerca del 85% del impacto a nivel mundial, ocurre 
en países en vía de desarrollo, principalmente de África, sur y centro de Asia, y 
Suramérica. En contraste, en países desarrollados, se han reportado incidencias menores 
a 10 por cada 100.000 mujeres/año. Se ha identificado que el pico de detección de 
neoplasia intraepitelial cervical 3, es hacia los 30 años, mientras que el pico de CC se 
evidencia a los 40 años  (29, 38). 
 
El CC fue responsable de 266.000 muertes a nivel mundial durante el 2012 (tasa 
ajustada: 6.8 por 100.000 mujeres/año), de las cuales cerca del 87% ocurrieron en países 
en desarrollo de África, Asia, América Latina y el Caribe. Se estima una tasa de 
mortalidad de 10 a 25 mujeres por cada 100.000 mujeres/año en países en vía de 
desarrollo, mientras que en países desarrollados (Asia occidental, Europa occidental y 
Australia/Nueva Zelanda) se estima entre 2 a 8 por cada 100.000 mujeres/año 
(Ilustración 1)  (29). 
Para América, se estima una incidencia ajustada de CC de 14,9 por 100.000 
mujeres/año, siendo el cuarto cáncer  más frecuente en mujeres, luego del cáncer de 
seno, pulmón y colorrectal, con una mortalidad ajustada de 5,9 por 100.000 mujeres/año 
(29).   
 
En Colombia, el CC es, después del cáncer de seno,  el segundo cáncer  con mayor 
frecuencia entre las mujeres, con una incidencia ajustada de 18,7 por cada 100,000 
mujeres al año,  con una prevalencia para  el 2012 de 15,7%. Se estima una mortalidad 
ajustada de 8 por cada 100,000 mujeres al año, siendo así la primera causa de muerte 
relacionada con la salud sexual y reproductiva (29, 39). 
 
El Virus de Papiloma Humano (VPH) está asociado a un 99,7% de casos de CC, 
principalmente los genotipos de alto riesgo (VPH-AR) (50). Las más altas prevalencias 
de infección por el VPH se registran en África (94,2%) y las más baja en Oceanía 
(88,3%) (51). Dificultades en el acceso a los servicios de tamización, no adherencia a 
los programas de prevención y promoción, son factores sociales asociados a un bajo 
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estrato socioeconómico y a menores niveles de educación, que suelen ser más 
frecuentes en regiones donde la prevalencia de VPH es mayor (16).  
 
Ilustración 1. Tasas de incidencia y mortalidad del cáncer de cérvix a nivel 
mundial, estandarizadas por edad /100.000 mujeres/año. 2012.  
 
Fuente: Ferlay J, Soerjomataram I, Ervik M, Dikshit R, Eser S, Mathers C, et al. Cancer 
Incidence and Mortality Worldwide: IARC CancerBase No. 11 Lyon, France: 
International Agency for Research on Cancer; 2013. 
 
De acuerdo al grado de severidad de las lesiones cervicales, la prevalencia en general de 
VPH incrementa de un 12% en mujeres con citología normal, a un 89 % en mujeres con 
CC. En mujeres con citología normal, la prevalencia de VPH varia de un 8-9% en Asia 
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central/ occidental y Europa, a más de un 20% en África, América y Oceanía. Entre los 
diferentes grados de severidad de las lesiones, se encuentran diferencias en las 
prevalencias de VPH por región (Ilustración 2) (52).  
Ilustración 2. Prevalencia de VPH por severidad de la lesión cervical y 

















Abreviaciones: VPH: human papillomavirus; ASCUS: atypical squamous cells of 
undetermined significance; LEI-BG: low-grade squamous intraepithelial lesion; LEI-
AG: high-grade squamous intraepithelial lesion; CIN: cervical intraepithelial neoplasia 
grade; ICC: invasive cervical cancer. 
Fuente: Guan P, Howell-Jones R, Li N, Bruni L, de Sanjose S, Franceschi S, et al. 
Human papillomavirus types in 115,789 HPV-positive women: a meta-analysis from 
cervical infection to cancer. International journal of cancer Journal international du 
cancer. 2012 Nov 15;131(10):2349-59. 
 
 
Los tipos virales más frecuentes son VPH-16, 18, 31, 33, 35, 45, 52 y 58. Sin embargo 
se encuentran diferencias de prevalencias tipo específicas de acuerdo a la región 
analizada. VPH-16 y -18, son los dos tipos más prevalentes  a nivel mundial (Ilustración 
3) (51). 
En Colombia, se han reportando prevalencias de VPH entre un 14.9% a 49.5%. Estudios 
que han analizado los 15 tipos virales de alto riesgo, son consistentes al encontrar que 
los dos tipos virales más frecuentes son VPH 16 y -18. Sin embargo, existe variación en 
las prevalencias encontradas dependiendo de la población y región estudiada  (53, 54). 
Se ha identificado que VPH-16 es más frecuente en Leticia, VPH-18 en Girardot, VPH-
31, -33 y -45 en Girardot y Leticia, y VPH-58 en Girardot, Leticia y Bogotá. 
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(Ilustración 4) (55).  
Ilustración 3. Los 10 tipos de VPH más frecuentes en cáncer de cérvix por 
región. 1990–2010.  
 
Abreviaciones ICC: invasive cervical cancer; VPH: human papillomavirus.  
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Fuente: Li N, Franceschi S, Howell-Jones R, Snijders PJ, Clifford GM. Human 
papillomavirus type distribution in 30,848 invasive cervical cancers worldwide: 
Variation by geographical region, histological type and year of publication. 
International journal of cancer Journal international du cancer. 2011 Feb 15;128(4):927-
35. 
 
El CC se considera como un problema importante para el campo de la salud pública, y 
es reconocido por la Organización Mundial de la Salud (OMS), como una prioridad, al 
igual que la infección por el VPH. Lo anterior teniendo en cuenta que el CC es una 
enfermedad prevenible y curable a bajos costos y riesgos, además del impacto que 
genera a nivel mundial, al ser una enfermedad que aún es causante de un gran número 
de muertes de mujeres principalmente en edades productivas, con una gran pérdida de 
años de vida potencial (38, 56). 
Dado que el CC tiene una larga historia natural, existe la posibilidad de detectar mujeres 
de manera temprana, al realizar intervenciones mediante estrategias tanto de prevención 
primaria como secundaria, acompañado de un amplio acceso y oportunidades de 
tratamiento y rehabilitación. Como medida de prevención se ha instaurado la citología, 
mundialmente aceptada, y otros métodos aún en evaluación, relacionados con la 
detección viral y factores relacionados   (57). 
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Ilustración 4. Prevalencia tipo específica de VPH en 1810 mujeres 
colombianas de diferentes regiones geográficas. 2011. 
 
Abreviaciones: VPH: human papillomavirus.  
Fuente: Camargo M, Soto-De Leon SC, Sanchez R, Perez-Prados A, Patarroyo ME, 
Patarroyo MA. Frequency of human papillomavirus infection, coinfection, and 
association with different risk factors in Colombia. Ann Epidemiol. 2011 
Mar;21(3):204-13. 
 
Los programas de tamización establecidos en la mayoría de países en América Latina, y 
el Caribe (Cuba, Brasil, México, Perú y Colombia), que han incluido la citología ya sea 
mediante el tamizaje oportunista u organizado, no han tenido el impacto esperado en la 
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reducción de las tasas de incidencia y mortalidad del CC. Se ha proyectado la cantidad 
de muertes nuevas para el año 2020, considerando que no se presentarán cambios en la 
dinámica actual, siendo ésta de 57,000 sólo para América y el caribe (38, 56). En 
contraste con lo anterior, en países de Europa, EE.UU, Canadá, Australia y Nueva 
Zelanda, se ha observado una disminución importante en la incidencia y mortalidad por 
CC, tras 5 décadas de la introducción de programas de tamización (38). 
Las posibles causas que se han planteado para explicar el bajo impacto de los programas 
de tamización en los países en desarrollo, son las limitaciones de la citología como 
prueba de detección de la anormalidad cervical, referentes a la calidad de la misma; 
problemas dentro de la organización de los sistemas de salud que disminuyen la 
cobertura de mujeres en riesgo, además de inadecuados programas de seguimiento para 
el diagnóstico temprano y tratamientos adecuados; y también, creencias personales y 
culturales que interfieren con la adherencia a los programas.  
En algunos países se ha realizado una reorganización de los programas ya existentes, 
con mejoras a nivel de cobertura, organización y calidad, como en el caso de Chile, 
Costa Rica y México, donde se ha observado una reducción en la incidencia y 
mortalidad  (38, 57). 
5.2  Factores de riesgo  
 
Para el desarrollo de cáncer de cérvix, se ha identificado que el factor central es la 
infección persistente por tipos de alto riesgo del VPH. Sin embargo, se requieren otros 
factores tanto a nivel del virus como del huésped, que facilitan la infección y/o 
persistencia del VPH, la regresión o progresión de las lesiones (16). 
 
Más del 70% de las mujeres sexualmente activas adquieren una infección por VPH. 
Algunos estudios han demostrado un pico de infección antes de los 25 años, luego la 
prevalencia decrece rápidamente debido a que la mayoría de las infecciones son 
transitorias, eliminadas mediante inmunidad celular entre 1-2 años luego de la 
exposición. Se encuentra un segundo pico de incidencia de infección en mujeres 
mayores de edad donde el riesgo de cáncer cervical aumenta. Aproximadamente un 
25% progresan a lesión intraepitelial de bajo grado (LIE-BG); de estas lesiones, del 20 a 
40% se desarrollan a lesiones intraepiteliales de alto grado (LIE-AG). Lo anterior indica 
que del total de mujeres que en alguna ocasión adquieren VPH, solo el 5 o 10% de ellas 
desarrollarán una LEI-AG, mientras que cerca del 90% de las mujeres infectadas no 
mostrarán evidencia alguna del tipo viral adquirido después de 12 a 36 meses (58). En 
caso de ser una mujer con alguna deficiencia inmune, heredada o inducida 
farmacológicamente, tiene mayor riesgo de presentar persistencia de la infección, y 
progresión a cáncer de cérvix (59). El tiempo estimado desde la infección inicial hasta 
la carcinogénesis es de 10 a 20 años (16). 
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Respecto al virus, se considera que el principal factor de riesgo es la infección 
persistente por uno de los 15 tipos oncogénicos. Otro factor asociado, es la infección 
por más de un tipo viral (coinfección); se ha descrito que existe una fuerte asociación 
entre el número de tipos virales y la severidad de las lesiones. Se cree que entre un 20-
50% de las mujeres infectadas, presentan más de un tipo viral (31). Además de esto, 
mientras más alta sea la carga viral, existe un mayor riesgo de desarrollar lesiones de 
alto grado, aún cuando se tenga un resultado normal de la citología y a su vez, podría 
predecir la severidad de las lesiones cervicales y la presencia de lesiones ocultas. Una 
alta carga viral al parecer es indicio de la persistencia viral y desarrollo de enfermedad  
(28, 60).  
 
Otros factores se han asociado al riesgo de infección o a la susceptibilidad y progresión 
de las lesiones, tales como aquellos relacionados con el comportamiento sexual tanto de 
la mujer como de su pareja, (inicio temprano de la actividad sexual, múltiples 
compañeros sexuales, exposición a otras enfermedades de transmisión sexual); con la 
paridad (más de 4 partos, menor edad al primer parto); con el estado inmune (infección 
por VIH y tratamiento inmunosupresor) y la exposición a mutágenos y factores 
hormonales (tabaquismo, y uso de anticonceptivos orales). También se ha reportado la 
existencia de susceptibilidad genética en mujeres que tienen simultáneamente HLA-
B*07 y HLA-B*0302, con menor riesgo entre quienes tienen HLA-DRB1*1301. Por 
otro lado se han descrito factores de riesgo sociales como estrato socioeconómico bajo y 
bajo nivel educativo y cultural, sin lograr establecer con claridad si implica mayor 
exposición al virus o dificultades para acceder a los servicios (50, 61).  
 
5.3  Histopatología  
 
La infección por VPH induce el cambio de la arquitectura a nivel de la zona de 
transición, hacia la displasia celular, como también en áreas adyacentes. El canal 
endocervical está constituido en su parte proximal por epitelio columnar y en su parte 
distal por epitelio escamoso. La unión escamo-columnar es conocida como la zona de 
transición, la cual suele ser el origen de la mayoría de las lesiones displásicas, y 
carcinomatosas. Esta zona cambia dependiendo del estado hormonal de la mujer, ya que 
durante la pre adolescencia y en la posmenopausia, ésta se hace difícil de visualizar al 
examen visual. Durante la edad reproductiva, dado el ambiente acido predominante en 
la vagina, lleva a la destrucción de las células columnares e induce una metaplasia 
escamosa en la zona de transición, clínicamente considerada benigna  (16) . 
 
Aproximadamente el 95% de los casos de cáncer de cérvix, corresponden a cáncer de 
células escamosas, mientras que un 5% son adenocarcinomas. Otros tipos que se han 
identificado, representan un porcentaje mínimo dentro del cáncer de cérvix, dentro de 
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éstos se encuentran los carcinomas de células claras, de tipo adenoescamoso, y de 
células pequeñas. La distribución de los tipos de VPH dentro de los tipos histológicos 
de cáncer difiere (los adenocarcinomas se asocian más a VPH tipo 18 y lesiones 
escamosas a VPH 16) (16, 62). 
 
5.4 Prevención, Diagnóstico y Tratamiento  
 
La detección temprana y el tratamiento oportuno de mujeres en riesgo pueden prevenir 
la progresión a cáncer. El test de Papanicolaou o citología es la prueba más aceptada a 
nivel mundial para la tamización (63). Valora la calidad de la muestra, la presencia de 
infecciones y de anomalías de células epiteliales clasificando los hallazgos en: células 
escamosas atípicas de significado incierto (ASC-US por siglas en inglés de Atypical 
squamous cells of undetermined significance); células escamosas atípicas sugestivas de 
alto grado (ASC-H por siglas en inglés de Atypical squamous cells cannot exclude LEI-
AG); lesión intraepitelial escamosa de bajo grado (LEI-BG por siglas en inglés de Low-
grade squamous intraepithelial lesion); lesión intraepitelial de alto grado (LEI-AG por 
siglas en inglés de High-grade squamous intraepithelial lesion); carcinoma de células 
escamosas, células glandulares atípicas o adenocarcinoma in situ (61, 64).  
 
La tamización debe realizarse cada año con el test de Papanicolaou. Por recomendación 
de la OMS, los programas nuevos deben comenzar en mujeres de 30 años de edad en 
adelante e incluir mujeres más jóvenes únicamente después de que el grupo de mayor 
riesgo esté cubierto. La edad óptima para tamización es entre los 35 y los 45 años. En 
mujeres mayores de 50 años, un test cada cinco años resulta adecuado. En mujeres entre 
25 y 49 años de edad, el intervalo puede ser de tres años. No es necesario realizar el test 
en mujeres mayores de 65 años de edad si los dos últimos han sido normales. En 
pacientes inmunocomprometidas, será con más frecuencia. Según la American Cancer 
Society se realizará hasta los 70 años o cuando se han tenido 3 o más citologías 
negativas y ninguna anormal en los últimos 10 años (33, 62). 
 
En Colombia las normas vigentes, establecen que la toma de la citología debe ser entre 
los 25 y 69 años de edad, siguiendo el esquema 1-1-3. Además se plantea la necesidad 
que existe de contar con estrategias de tamización que permitan la continuidad de la 
atención, en relación al seguimiento de pacientes con anormalidades y la remisión de 
aquellas que requieran otro nivel de atención. La cobertura de la citología durante 3 
años en el país, según un estudio fue de 76,3%, llegando a valores superiores al 80% en 
algunas regiones (Bogotá, Caldas, Quindío y Risaralda) (39, 65). 
 
Por otro lado se cuenta con vacunas contra el VPH (tetravalente 6,11 16 y 18 y 
bivalente 16 y 18), disponibles desde el año 2007, para el uso en mujeres entre 9 y 26 
años, con una efectividad de cerca del 90% en la prevención de infecciones persistentes 
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y con un 95% de efectividad en prevenir lesiones precancerosas. Sin embargo no son 
útiles en mujeres con infección previa a la inmunización ni en infecciones por otros 
tipos virales de alto riesgo, por lo cual las recomendaciones se basan en la inmunización 
de niñas previo el inicio de las relaciones sexuales, con metas a aumentar la efectividad 
contra otros tipos de alto riesgo y a implementar la vacuna dentro de los programas de 
promoción y prevención de la salud. La OMS recomienda la vacunación rutinaria contra 
el VPH, que debe ser incluida en los programas de inmunización de cada nación, con 
mira a la población entre 9 y 13 años. Estudios recientes sugieren que las diferencias 
biológicas y funcionales entre las llamadas variantes virales, pueden tener impacto en la 
etiología del cáncer, así como la distribución geográfica y el potencial oncogénico de 
estas pueden proporcionar datos que ayudarán a un diseño más eficiente de vacunas y 
protocolos de vacunación (38, 66). 
 
En el caso de obtener un resultado anormal en la citología, se procede a una evaluación 
mediante colposcopia. Esta prueba ha mostrado tener una sensibilidad que puede variar 
entre 11 y 90% y una especificidad entre 14 y 97%. Mediante la cual se realizará 
examen del cuello uterino, de la vulva, vagina y región perianal. En la colposcopia, se 
establece el grado de la lesión (bajo o alto grado), la extensión, se descarta la presencia 
de carcinoma invasor y toma de biopsia si es necesario (61). 
 
La estadificación del cáncer se determina en el momento del diagnóstico. Para esto se 
utiliza el sistema de clasificación de la FIGO (Federación Internacional de Ginecología 
y Obstetricia). Para tales fines, se determina con evaluación clínica, teniendo en cuenta 
hallazgos al exámen físico, en estudios radiológicos y procedimientos tipo biopsias, y 
estudios de endoscopia, y según el tamaño del tumor o su extensión hacia la pelvis, ya 
que los posibles hallazgos influyen en el tratamiento a seguir, como también determinan 
el pronóstico de cada mujer  (62). 
 
Con respecto al tratamiento, se han desarrollado guías y algoritmos para el manejo de 
las mujeres. Como posibilidades para el tratamiento, se plantea, el manejo conservador, 
con observación y seguimiento; cirugías como criocirugía- conización o excisión electro 
quirúrgica con asa; también se considera la histerectomía simple o radical por vía 
vaginal o abdominal, con o sin linfadenectomia, con tratamiento adyuvante 
quimioterapia y/o radioterapia. La elección del tratamiento más adecuado se realiza 
basándose en la edad de la mujer, el deseo de preservar la fertilidad que se tenga, la 
estadificación de la FIGO y el compromiso local o sistémico del CC (16, 62). 
 
La tasa de curación de cáncer cervicouterino invasor está estrechamente relacionada con 
el estadio de la enfermedad en el momento en que se realiza el diagnóstico y con la 




5.5 Medidas para el control del cáncer de cérvix. 
 
Se han implementado estrategias para el adecuado control del CC, dentro de la cual está 
la propuesta por la Organización Panamericana de la Salud (OPS) que da 
recomendaciones para la adecuada implementación de programas con un abordaje 
integral. Se considera el establecimiento de métodos para la detección temprana de 
mujeres, asegurando una cobertura y calidad apropiadas; la vacunación como método de 
prevención; se contempla la educación sanitaria; como también la disponibilidad de 
diagnóstico, tratamiento, seguimiento y cuidados paliativos en el momento adecuado. 
Se plantea la necesidad de contar con servicios de consejería e información para 
asegurar la calidad de los servicios prestados y garantizar la participación activa de las 
mujeres (56, 57). 
 
Se ha identificado que países con un adecuado sistema de tamización, diagnóstico y 
tratamiento pueden prevenir hasta un 80% de casos de CC. Sin embargo en países en 
desarrollo, aún hay dificultades con su implementación, con lo que aún no se observan 
cambios en las cifras demográficas. La principal razón de no éxito en estos países es 
una combinación de test sub-óptimo, falta de calidad, pobre cobertura de mujeres en 
riesgo e inadecuado seguimiento de mujeres con alteraciones citológicas con 
diagnóstico y tratamiento  (67). 
 
Se han evaluado métodos alternativos para la detección de mujeres en estadíos 
tempranos de la enfermedad, con el propósito de disminuir el impacto del cáncer de 
cérvix. Dentro de éstas se ha considerado, el examen visual con ácido acético o yodo de 
lugol y la detección del VPH. Este último con una sensibilidad y especificidad 
comparables a las de la citología. En relación a lo anterior se podrían ampliar los 
métodos, garantizando que sea simple, asequible y adecuado para ser usado en conjunto 
con las estrategias de los programas de promoción y prevención actuales y de acuerdo al 
grado de acceso a los sistemas de salud, la disponibilidad de recursos humanos y 
económicos (15, 38, 57). 
La implementación de métodos basados en la detección del VPH, resulta factible según 
estudios previamente realizados, en los cuales se consideran los factores de riesgo 
asociados al virus con el fin de establecer parámetros para identificar tempranamente a 
las mujeres en riesgo de desarrollar CC. Estos serían de una importancia invaluable al 
facilitar el monitoreo de mujeres con infección persistente, sin hallazgos citológicos de 
anormalidad, además de permitir un direccionamiento más apropiado para el manejo de 
las mujeres dependiendo del o los tipos virales encontrados, el número de copias, en 
asociación con los hallazgos citológicos (37, 56). 
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5.6 Virus del Papiloma Humano  
 
El Virus de Papiloma Humano (VPH) pertenece a la familia Papillomaviridae, se han 
descrito 118 tipos de VPH de los cuales 40 afectan el epitelio escamoso estratificado de 
la mucosa y piel, de cérvix, vagina, vulva, pene y región perianal; algunos de ellos se 
clasifican como tipos virales de alto o bajo riesgo (VPH-AR, -BR) y se han agrupado en 
géneros denominados por letras griegas, tales como alfa, beta y gama papilomavirus, 
entre otros (30). 
 
El genoma del VPH, consiste en una molécula de DNA circular de doble cadena, 
aproximadamente de 8 Kb, dividida en tres regiones: la región larga de control (LCR), 
que no contiene marco de lectura alguno; la región de proteínas tempranas (E1 a E8) y 
la región de proteínas tardías (L1 y L2) (Ilustración 5)  (68). 
 
Los genes E codifican las proteínas reguladoras (E1, E2, E3, E4, E5, E6, E7 y E8) 
necesarias para los procesos de replicación, trascripción y cito transformación. E1 y E2 
juegan un papel importante en la replicación del genoma viral, activan la transcripción 
de E6 y E7 y por lo tanto la proliferación celular, además contribuye a la partición del 
genoma viral en las células hijas y los altos niveles reprimen la transcripción de E6 y 
E7. También juegan un papel importante en la segregación del genoma viral durante la 
división celular ligándolo a cromosomas mitóticos  (69).  
 
 
Ilustración 5. Organización del genoma del virus.   
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Fuente: Lopéz, A. and M. Lizano (2006). "Cancer de cuello uterino y el virus de 
papiloma humano: la historia que no termina." 31-55. 
 
La proteína E4 codifica la proteína tardía NS y aparentemente rompe el citoesqueleto, la 
denominada E5 actúa como proteína transformante interactuando con los factores de 
crecimiento celular (69). La proteína E7 interactúa con la proteína supresora de tumor 
de retinoblastoma (pRB) y daña su función como regulador de crecimiento celular (70).  
 
Los genes L codifican las proteínas mayores de la cápside viral (L1 y L2) que 
ensamblan nuevos viriones en las capas cutáneas superiores. La proteína está implicada 
en la invasión del virus a las células epiteliales (71). La unión entre estas proteínas tiene 
consecuencias importantes para el empaquetamiento de ADN viral  (13, 72). 
 
Existen cerca 118 tipos de VPH, clasificados mediante la comparación de las secuencias 
de nucleótidos de regiones de replicación temprana (E) y tardía (L) cuya homología 
entre E6, E7, L1, L2 debe sobrepasar el 90% (16, 30). Los diferentes genotipos del VPH 
pueden clasificarse como de alto riesgo (tipos 16 y 18), de riesgo intermedio (VPH tipos 
31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 82) o de bajo riesgo (VPH tipos 6 y 11, 26, 40, 42, 43, 44, 53, 
54, 55, 62, 66) según su capacidad de inducir cambios histológicos de carcinoma 
escamoso (66, 69). 
 
Los genotipos 16 y 18 han sido encontrados en lesiones displásicas de alto grado y en la 
mayoría de los cáncer de cérvix invasivo; son responsables de cerca del 50-70% y 20-
30% de los casos de cáncer de cérvix invasivo respectivamente. Mientras el genotipo 16 
se asocia con mayor frecuencia en carcinomas escamocelulares, el genotipo 18 a 
adenocarcinomas. También están ligados a la persistencia y progresión de lesiones de 
alto grado a cáncer invasivo. Otros tipos como el VPH 6 y 11 se conocen como de bajo 
riesgo ya que se han asociado al 90% de verrugas genitales (16, 32). 
 
La vía principal de transmisión del virus es mediante contacto piel-piel o mucosa-
mucosa, no necesariamente transmisión por penetración sexual. Generalmente se 
transmiten varios tipos de VPH juntos resultando en una proporción cerca de 20-30% de 
coinfecciones (32, 62). Sin embargo en un estudio realizado en Colombia, se encontró 
que el porcentaje de coinfecciones era mucho más alto, siendo este de 60,2%  (55).  
 
La replicación se da principalmente intraepitelial, con ausencia de viremia que permita 
detectar en estadios preclínicos la infección por VPH, y así mismo se evade la 
activación del sistema inmune, lo cual se debe tener en consideración al momento de 
establecer estrategias de tamización donde el principal objetivo sea detectar mujeres en 
riesgo de padecer la enfermedad  (16). 
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Se ha identificado que el VPH es encontrado tanto en pacientes sintomáticos como 
asintomáticos. Mujeres que presentan ADN viral sin lesiones cervicales se encuentran 
en riesgo de desarrollar lesiones precursoras (16). 
 
 
5.6.1 Métodos de identificación  
 
La citología, que se introdujo hace más de 60 años, ha demostrado ser una poderosa 
herramienta en la detección de lesiones precursoras de cáncer de cuello uterino. Como 
prueba de tamización la citología cervical es eficaz para la detección de cambios 
neoplásicos cervicales. Sin embargo se ha identificado que hay un alto porcentaje de 
falsos positivos, principalmente en mujeres con hallazgo de ASC-US, ASC-H, y LEI-
BG (73). 
 
Considerando el papel crucial del VPH en el desarrollo del CC, se ha evaluado la 
utilidad de su detección como test de tamización. Se ha identificado una sensibilidad 
entre 66 y 100 % con una especificidad de 62 a 96 %. Presenta ventajas como el ser un 
método práctico para regiones de bajos recursos, donde se dificulte la tamización 
repetida, ya que permite la identificación de mujeres en riesgo. Sin embargo, requiere 
una infraestructura más sofisticada, como también personal más entrenado. A pesar de 
esto se presenta como un método que podría utilizarse junto a la citología asegurando 
un programa de tamización simple, asequible, rápido y eficaz para detectar a mujeres en 
riesgo principalmente en países de medios y escasos recursos  (38). 
 
Se han descrito y evaluado diferentes técnicas para la detección del VPH, dentro de 
estas se menciona el uso de inmunofluorescencia e inmunoquímica, ELISA, sin 
embargo, se enfrentan al problema de la baja sensibilidad, especificidad y 
reproducibilidad  (40).  
 
En la actualidad, se han desarrollado técnicas moleculares con el fin de detectar e 
identificar el ADN viral. Una de ellas es la Captura Hibrida Viral II (HC-II), que 
incluye un número mayor de tipos de alto riesgo y mejora los límites de detección de la 
técnica, además al ser realizada junto con la citología se tiene un mejor tamizaje de la 
paciente infectada, sin embargo presenta una alta proporción de falsos negativos y hace 
reacción cruzada con tipos virales de alto riesgo, con la consecuente dificultad de 
identificar el tipo viral específico (16).  
 
Una de las técnicas más empleadas es la Reacción en cadena de la polimerasa (PCR 
siglas en inglés de: Polimerase chain reaction)(Iftner and Villa 2003; Cortés et al. 2003). 
Ésta es una técnica muy sensible y específica, permite identificar la presencia de ADN 
viral, incluso cuando hay bajas copias en la muestra. Sin embargo presenta limitantes 
relacionadas con la selección de los sets de cebadores adecuados y la estandarización de 
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los protocolos. Dentro de la variedad de cebadores que se han desarrollado para la 
identificación de VPH, se encuentran aquellos que serán utilizados en el presente 
proyecto y se denominan GP5+/6+, este permite detectar baja cantidad de ADN de VPH 
(70), MY09/11 diseñado para detectar infección en la existencia de múltiples tipos 
virales (74) y pU1M/2R el cual es específico para varios tipos de VPH de alto riesgo 
(31, 55, 71). 
 
5.7  Antecedentes  
 
La Reacción en cadena de la polimerasa (PCR siglas en inglés de: Polymerase chain 
reaction) en tiempo real, una de las técnicas más usadas y confiables para la 
determinación de cantidad viral en las muestras (75), realiza la detección de mínimas 
cantidades de copias virales, presentando valores altísimos de sensibilidad y 
especificad, con lo cual se hace confiable la detección  (13). La identificación de la 
carga viral para VPH se ha realizado en muestras de mujeres con varios grados de lesión 
(76), con varios tipos virales (7, 43, 44), y con diferentes muestras (45), entre otros. 
 
Estudios previos, realizados en mujeres de diferentes regiones del mundo, han 
demostrado una alta relación entre la carga viral y la severidad de la enfermedad.  Un 
estudio transversal realizado en China, encontró una fuerte asociación de alta carga viral 
en mujeres con CIS, con un OR de 68 (IC95% 17.8-259.7), estableciendo que una carga 
viral alta podría predecir un riesgo futuro de desarrollar CC y plantean la posibilidad de 
emplear marcadores adicionales para identificar de manera temprana a mujeres en 
riesgo (47).  
 
En México, se realizó un estudio de casos y controles con hallazgos que sugieren una 
relación fuerte entre la cantidad de ADN viral y el estadio de las lesiones cervicales. 
Encontrando un incremento de la carga viral proporcional a estadios más avanzados de 
las lesiones, con un OR de 365.8 (IC 95% 94.7-1412) con NIC 2-3, lo cual permite 
inferir una asociación dosis-respuesta, concluyendo que existe un mayor riesgo de CC, 
al presentar infecciones persistentes con una alta carga viral (8).  
 
Sin embargo, los estudios realizados en China y México, han empleado como técnica de 
cuantificación la Captura Hibrida Viral II (HCII), la cual hace una evaluación 
cualitativa de 13 tipos virales de alto riesgo, y no permite establecer el tipo o tipos 
virales específicos infectantes (40). 
 
Dentro de los estudios que han empleado la técnica de PCR en tiempo real, uno de ellos 
encontró que el riesgo de desarrollar Carcinoma In Situ (CIS), incrementa de manera 
proporcional al aumento en la carga viral del VPH-16 detectada por PCR en tiempo 
real, reportando que mujeres con alta carga viral del VPH-16, tienen 30 y 60 veces más 
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de riesgo de desarrollar CC y CIS respectivamente. Identificando, además una 
asociación entre la infección persistente por VPH-16 y CIS, evidenciándose que un 25% 
de mujeres menores de 25 años, con infección y alta carga viral, desarrollaban CIS 
luego de 15 años. Consideraron que mujeres en riesgo podrían identificarse realizando 
PCR en tiempo real para la detección de VPH,  adicional a la citología, y que además  la 
cuantificación del ADN viral podría predecir el riesgo de cáncer previo a la detección 
por métodos de tamización actuales  (9, 10).  
 
En Colombia, un estudio de cohorte con 1728 mujeres, fueron seguidas por 9 años, 
encontró que la persistencia de un tipo como VPH-16, aporta mayor riesgo para el 
desarrollo de lesiones de alto grado, planteándose que la carga viral es un determinante 
para la persitencia de la infección y la eliminación, ocurriendo ésta a los 5 años sin 
cambio en el tipo viral  (28).  
 
Con este proyecto se pretende determinar la carga viral mediante una técnica 
cuantitativa como lo es la PCR en tiempo real, de seis tipos virales de alto riesgo, 
previamente identificados como los de mayor prevalencia en Colombia, teniendo como 
base una población de mujeres heterogénea como la que se encuentra en nuestro país, 
con la finalidad de comparar la carga viral de los seis tipos del VPH de alto riesgo con 
mayor prevalencia en nuestra población, entre mujeres con y sin alteraciones 





Con la realización del presente proyecto se espera aportar al conocimiento que se tiene 
acerca de la asociación entre la carga viral del Virus del Papiloma Humano (VPH) con 
la progresión de lesiones cervicales hacia Cáncer de Cérvix (CC) en la población de 
mujeres colombianas, provenientes de diferentes regiones sociodemográficas y etnias. 
De ésta manera, y en conjunto con información obtenida previamente (31, 55, 71), se 
espera discernir cuáles factores intrínsecos del virus y del hospedero, y de qué manera 
interactúan en el desenlace de la infección, en la regresión o la progresión de lesiones 
precursoras.  Teniendo presente lo anterior, los resultados constituyen la base, que 
permita contribuir en el mejoramiento, y/o diseño de programas de prevención y control 
del CC en Colombia, que incluyan métodos de detección, genotipificación, y 
cuantificación de la carga viral y así permitan la identificación temprana de mujeres en 









7. OBJETIVOS  
 
7.1  Objetivo General 
Identificar la asociación entre la carga viral de seis tipos de Virus del Papiloma  
Humano de alto riesgo (VPH-AR), y la frecuencia de lesiones escamosas intraepiteliales 
en mujeres colombianas. 
 
7.2  Objetivos Específicos 
 
Describir las características sociodemográficas de las mujeres participantes en el 
estudio.  
Identificar los factores de riesgo presentes en dos grupos de mujeres (con y sin lesiones 
cervicales) y determinar si existen diferencias entre éstos.   
Determinar las prevalencias tipo-específicas para seis tipos de VPH de alto riesgo 
(VPH-AR) en mujeres provenientes de diferentes regiones del país. 
Cuantificar el ADN genómico y el número de copias virales presentes en muestras 
cervicales de las mujeres incluidas en el estudio. 
Establecer las diferencias existentes en la distribución de la carga viral de seis tipos de 





8.1  Diseño  
 
Para el presente proyecto se diseñó un estudio transversal analítico. Este estudio parte 
de una base de datos que comprende información completa relacionada con datos 
sociodemográficos, características de comportamiento sexual, factores de riesgo, 
hallazgos colposcópicos y tipificación de VPH por PCR convencional, de 266 mujeres 
provenientes de diferentes regiones del país, que participaron en un estudio longitudinal 
multicéntrico, realizado previamente por la FIDIC entre el 2007 y 2010.  
 
Tras la revisión de la base de datos, se seleccionaron 180 mujeres que cumplieron con 
los criterios de inclusión de éste estudio. Teniendo en cuenta los hallazgos 
colposcópicos, se realizó la distinción de dos grupos de mujeres: el primer grupo, 
constituido por mujeres con LEI, (mujeres cuya colposcopia reportaba lesiones 
intraepiteliales de bajo o alto grado); y un segundo grupo de mujeres compuesto por 
aquellas con resultado de colposcopia negativa para lesiones intraepiteliales. Cada 
mujer con LEI fue emparejada con dos mujeres negativas para LEI, teniendo en cuenta 
la edad (+/- 5 años) y la fecha de ingreso al estudio multicéntrico.  
 
En las muestras de cérvix de las 180 mujeres incluidas en el estudio, se realizó la 
detección y cuantificación del gen constitutivo celular HMBS (Homo sapiens 
hydroxymetilbilano sintasa) y de seis tipos de VPH de alto riesgo (VPH-16, -18, -31, -
33, -45 y -58), empleando la técnica de PCR en tiempo real. Las mujeres cuyas 
muestras no tuvieron amplificación del gen HMBS fueron excluidas de los análisis 
estadísticos realizados en el presente estudio. 
 
 
8.2  Hipótesis  
 
8.2.1 Hipótesis Conceptual 
 
La presencia de lesiones escamosas intraepiteliales (LEI) está asociada al nivel de carga 
viral del Virus del Papiloma Humano. 
 
8.2.2 Hipótesis nula  
 
La frecuencia de LEI es igual entre mujeres que presentan una carga viral de VPH baja 
y aquellas con carga viral alta.  
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8.2.3 Hipótesis alterna  
 
La frecuencia de LEI es diferente entre mujeres que presentan una carga viral de VPH 
baja y aquellas con carga viral alta. 
 
8.3  Población y Muestra 
 
8.3.1 Población  
 
Diana o Blanco: Mujeres colombianas entre 18 y 69 años de edad. 
Accesible: Mujeres entre 18 y 62 años de edad, de 3 regiones del país, que aceptaron 
participar en el Proyecto multicéntrico “Comparación de la prueba serológica de ELISA 
de anticuerpos anti-VPH con la citología y con la detección del ADN viral, al ser 
utilizadas como prueba de tamización para la detección de infección persistente por el 
Virus del Papiloma Humano”. Todas las mujeres asistieron voluntariamente a los 
programas de promoción y prevención (PyP) de Cáncer de Cérvix (CC), entre Abril del 
2007 y Marzo del 2010 a las siguientes instituciones: Hospital de Engativá de Bogotá 
(n=921), Hospital San Juan Bautista de Chaparral-Tolima (n=174), Nuevo Hospital San 




El tamaño mínimo adecuado de muestra, se calculó teniendo en cuenta una diferencia 
de proporciones para una alta carga viral de VPH entre mujeres con y sin LEI de 0.42 y 
0.052 respectivamente (8, 47). Además se estableció una significancia de 0.05, un poder 
estadístico de 90% y una razón entre los dos grupos de 1:2. Con éstos supuestos, se 
requerían al menos 23 mujeres con LEI y 46 mujeres negativas para lesión cervical. Sin 
embargo, dada la disponibilidad de pacientes, guardando una razón 1:2, se 
seleccionaron 60 mujeres con LEI y 120 mujeres sin LEI, que fueron emparejadas por 
edad (+/- 5 años) y fecha de ingreso al estudio multicéntrico. El cálculo se efectuó con 
el comando Sampsi de STATA 10®.  
 
 
8.4 Criterios de inclusión y exclusión 
 
8.4.1 Criterios de inclusión  
 
x Mujeres entre 18 y 62 años, que aceptaron voluntariamente participar en el 
proyecto “Comparación de la prueba serológica de ELISA de anticuerpos anti-
VPH con la citología y con la detección del ADN viral, al ser utilizadas como 
prueba de tamización para la detección de infección persistente por el Virus del 
 35 
Papiloma Humano”, y accedieron a la toma de muestra cervical, previo 
diligenciamiento del consentimiento informado, para la participación en estudios 
de investigación en la Fundación Instituto de Inmunología de Colombia 
(FIDIC).  
x Mujeres con información relacionada con datos sociodemográficos, factores de 
riesgo y tipificación de VPH completa.  
x Mujeres con resultado de colposcopia verificable.  
x Mujeres positivas para infección por VPH, identificadas previamente mediante 
PCR convencional, con positividad para al menos uno de los cebadores descritos 
previamente GP5+/6+, MY09/11 y pU1M/2R. (31, 77). 
x Mujeres con muestra suficiente para los análisis moleculares por PCR en tiempo 
real.  
8.4.2 Criterios de exclusión  
 
Se excluyeron las mujeres en las que no se obtuvo amplificación del gen HMBS 
mediante PCR en tiempo real (7 mujeres). 
 
8.5  Fuentes de información y técnicas de recolección 
 
8.5.1 Base de datos 
 
Se contó con una base de datos “Software Validación de registros para el estudio del 
VPH”, la cual contiene información acerca de las características sociodemográficas, 
factores de riesgo, hallazgos colposcópicos y resultados de detección de infección por 
VPH (por PCR convencional), de las mujeres que aceptaron participar en el estudio 
multicéntrico realizado entre 2007-2010.  
 
Todas las mujeres asistían voluntariamente a programas de PyP de CC, en centros 
hospitalarios de diferentes regiones del país (Leticia, Girardot, Chaparral, Bogotá y 
Tumaco) que tenían convenio con la FIDIC. Las mujeres siguieron el protocolo de 
diagnóstico y tratamiento de CC establecido por cada una de las instituciones. De 
acuerdo a los resultados de la citología, se procedió a la realización de la colposcopia, 
sin embargo, ésta también se practicó a aquellas mujeres con citología negativas para 
lesiones, pero positivas para VPH detectado mediante PCR convencional. La biopsia se 
realizó de acuerdo con las guías de tamización de CC en Colombia (78). 
 
Se seleccionó la colposcopia como el mejor método para definir la presencia o ausencia 
de lesiones cervicales, puesto que en estudios previos la colposcopia ha mostrado una 
buena correlación con el hallazgo de anormalidades histológicas (79).  
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Adicional a la firma del consentimiento, cada una de las mujeres proporcionó 
información sociodemográfica y de comportamiento sexual, al diligenciar un 
cuestionario previamente validado, construido a partir de la revisión de la literatura. 
Dicho cuestionario se realizó previa toma de muestra cervical. Las preguntas realizadas 
fueron iguales para todas las mujeres y este cuestionario fue aplicado por personal de la 
salud capacitado para tal fin, personal que no tenía conocimiento de los objetivos de 
dicho estudio.  
 
8.5.2 Extracción de ADN de VPH 
 
El ADN genómico de muestras cervicales (almacenadas a 4ºC, en etanol al 95%) de 
pacientes infectadas con Virus de Papiloma Humano de alto riesgo (VPH-AR) tipo 16, 
18, 31, 33, 45 y 58 previamente confirmado por PCR convencional, (con positividad 
para al menos uno de los cebadores descritos previamente GP5+/6+, MY09/11 y 
pU1M/2R) (31), fue extraído usando el kit de Buffer de lisis Quick Extract Solution de 
acuerdo a las recomendaciones del fabricante. Las muestras fueron homogenizadas en 
200 µL de buffer de lisis y sometidas a un periodo de incubación de 65 ºC por 6 
minutos, seguido de 92 ºC por 2 minutos. Posteriormente, las muestras fueron 
centrifugadas a 13.000 rpm por 10 minutos y el sobrenadante fue almacenado a -20 ºC 
hasta su posterior uso. 
 
8.5.3 Cuantificación de carga viral de VPH por PCR en tiempo real 
 
Cebadores y sondas. Los cebadores específicos para cada tipo viral de alto riesgo y para 
el gen HMBS fueron diseñados tomando como referencia el estudio publicado por 
Moberg, M y colaboradores (13). Un nuevo juego de cebadores dirigido contra la región 
E7 de VPH-33 y para VPH-58 fue diseñado, ya que los cebadores descritos por Moberg, 
M, et al., no brindaban una identificación tipo-específica para éstos. El diseño de las 
sondas para detectar cada tipo viral y el gen control, se realizó teniendo en cuenta que 
varios tipos virales serían detectados en una sola reacción y de acuerdo al soporte 
técnico de Integrated DNA technologies (Tabla 1).  
 
Clonación y secuenciación. Las muestras cervicales procesadas e identificadas como 
positivas para VPH por PCR convencional, fueron usadas como molde en reacciones de 
PCR de 10µL, que contenían 0.5 U/µL de enzima Mango Taq DNA polymerase 
(Bioline), 1x de Buffer de reacción de color Mango Taq, 2 mM de MgCl2, 250 nM 
dNTP’s, 1 mM de cebadores y agua libre de DNAsa para completar el volumen de 
reacción.  
 
La PCR para cada fragmento inició con un paso de denaturación de 95°C por 5 min, 
seguido por 35 ciclos de 95°C por 30 seg, tm por 20 seg y 72°C por 30 seg. Una 
reacción que contenía agua libre de ADN fue usada como control negativo. Los 
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amplicones obtenidos fueron purificados con el Kit Wizard PCR preps (Promega), una 
vez su calidad fue evaluada mediante gel de agarosa al 3.25%, luego ligados al vector 
TOPO TA Cloning y posteriormente transformados en células E. coli TOP10 
(Invitrogen).  
 
Varios clones crecidos en platos LB selectivos que contenía 50 µg/mL de kanamicina, 
fueron incubados en caldo LB a 37 ºC con 250 rpm durante toda la noche. Los 
plásmidos recombinantes fueron purificados usando el kit UltraClean mini plasmid prep 
(MO BIO laboratories, California, USA) y secuenciados con el analizador genético 
automático ABI PRISM 310 (PE Applied Biosystems, California, USA). La integridad 
de cada inserto fue confirmada por el alineamiento de los productos secuenciados con 
los respectivos fragmentos teóricos de cada gen usando el software Clustal W (80). 
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Tabla 1. Cebadores, plasmídicos y sondas empleadas para la PCR en tiempo real. 
 
 











E7 VPH-16 F AGCTCAGAGGAGGAGGAT 54 78 1.43x10^12 1 FAM ZEN/IBFQ 
R GGTTACAATATTGTAATGGGCTC 
E1 VPH-18 F CATTTTGTGAACAGGCAGAGC 53.7 76 1.19x10^12 2 Cy5 IBRQ 
R ACTTGTGCATCATTGTGGACC 
E6 VPH-31 F ACGATTCCACAACATAGGAGGA 53.7 81 1.35x10^12 2 HEX ZEN/IBFQ 
R TACACTTGGGTTTCAGTACGAGGT 
E7 VPH-33 F ATTAAGTGACAGCTCAGATGA 53.7 124 1.86x10^12 3 FAM ZEN/IBFQ 
R ACATAAACGAACTGTGGTGTT 
E1 VPH-45 F CCATTTGTGAACAGGCAGAGC 53.7 80 1.59x10^12 3 Cy5 IBRQ 
R CAACACCTGTGCATCATTCTGA 









Abreviaciones: F and R: forward and reverse; Tm: temperatura melting; VPH: virus del papiloma humano; HMBS: hydroxymethylbilane 
synthase; PCR: real time polymerase chain reaction; FAM (6-carboxyfluorescein); Cy5: FluoroLink; mono reactive dye Cy5; HEX: 






PCR en tiempo real. Se obtuvieron diluciones seriadas de cada plasmídico de 1:10 (106-
1011 copias), cuya concentración inicial fue cuantificada empleando el 
NanoDrop™2000 de Thermo Scientific (Tabla 1). El número de moléculas de ADN fue 
determinado por medio de la ecuación 1.  
 




Longitud producto (pb)*1x109(ng/g )*650 (g/mole of bp) 
 
6.022x1023 moléculas/mol: Número de Avogadro. 650 Daltons: 
peso medio de un par de bases (pb). Se multiplica por 1*109, para 
convertir a ng y luego multiplicando por la cantidad de ADN (en 
ng).  
 
Se incluyeron 6 puntos de dilución (para cada tipo viral y para HMBS), cada uno por 
triplicado, para la construcción de curvas de calibración, que cubrían el rango de 
cuantificación esperada. Como criterios para la optimización de la PCR en tiempo real, 
se tuvieron el coeficiente de correlación, entre 0.926 y 0.995; el rango dinámico de 
concentraciones (6 puntos en diluciones seriadas 1:10); la precisión, con una desviación 
estándar entre los triplicados de cada punto de dilución de máximo 0.5 y una eficiencia 
entre 0.90 a 1.10 (82, 83). 
Una vez construidas las curvas de calibración para cada tipo viral y el gen control, se 
analizó cada muestra para la detección y cuantificación de VPH-16, VPH-18, VPH-31, 
VPH-33, VPH-45 y VPH-58. Adicionalmente, se amplificó el gen HMBS, para verificar 
la integridad del ADN y determinar el número de copias virales por célula. La PCR en 
tiempo real fue realizada con el sistema de detección CFX96 Touch™ (BIO RAD), el 
cual puede detectar hasta 6 fluorocrómos diferentes. Se realizaron 4 PCR en tiempo real 
en paralelo para cada paciente. Una para detectar VPH-16, otra para VPH-18 y -31, una 
tercera para VPH-33 y -45 y la final para VPH-58 y HMBS (Tabla 1).  
 
Para todos los tipos virales y HMBS, se realizaron reacciones de PCR de 20 uL de 
volumen final. La reacción de PCR para VPH-16, contenía 1x de Buffer de reacción, 
1.5 mM de MgCl2, 250 nM de cada dNTP, 250 nM of cada cebador, 1.5 U/µL de 
enzima Mango Taq DNA polymerase (Bioline) y 500 nM de sonda. La reacción para 
VPH-18 y -31, 1x de Buffer de reacción, 2 mM de MgCl2, 275 nM de cada dNTP, 500 
nM de cada cebador de VPH-18, 250 nM de cada cebador de VPH-31, 1.5 U/µL de 
enzima Mango Taq DNA polymerase y 500 nM de cada sonda.  
 
El mix de VPH-33 y -45, incluía 1x de Buffer de reacción, 1.75 mM de MgCl2, 275 nM 
de cada dNTP, 250 nM de cada cebador de VPH-33, 500 nM de cada cebador de VPH-
45, 1.5 U/µL de enzima Mango Taq DNA polymerase y 500 nM de cada sonda. 
Finalmente, para HMBS y VPH-58, contenía 1x de Buffer de reacción, 1.87 mM de 
MgCl2, 250 nM de cada dNTP, 500 nM de cada cebador, 1.5 U/µL de enzima Mango 
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Taq DNA polymerase, 200 nM de sonde de HMBS y 500 nM de sonda de VPH-58. 
Todas las reacciones de PCR en tiempo real, contenían 2 µL de ADN humano y agua 
libre de ADN para completar el volumen final.  
  
La PCR  en tiempo real fue corrida en platos de 96 celdas, donde se incluyeron 6 puntos 
de diluciones seriadas de plasmídico, para cada tipo viral y HMBS. Además, para 
descartar la contaminación con ADN, fueron incluidos un control negativo y un NTC 
(no template control). 
 
Las condiciones de amplificación para VPH-18, -31, -33, -45, -58 y HMBS, incluyeron 
un paso inicial de denaturación de 5 minutos a 94 °C, seguido de 30 ciclos de 10 seg a 
94º C y 30 seg a 53.7ºC. La desnaturalizacón inicial de VPH-16, fue seguida por 30 
ciclos de 30 seg a 54ºC y 30 seg a 94ºC.  
 
Con estas condiciones y protocolos, se cuantificó tanto la carga viral absoluta, como la 
relativa para cada tipo viral. Para la carga viral relativa, se utilizó como gen de 
referencia el gen HMBS. De ésta manera se normalizó la carga viral con relación a la 
cantidad de ADN humano presente en cada muestra, empleando la ecuación 2.  
 
 
Ecuación 2. Fórmula para obtener la carga viral normalizada.  
 
𝐶𝑎𝑟𝑔𝑎 𝑉𝑖𝑟𝑎𝑙 (𝑐𝑜𝑝𝑖𝑎𝑠 𝑣𝑖𝑟𝑎𝑙𝑒𝑠/𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎) =
𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑝𝑖𝑎𝑠 𝑣𝑖𝑟𝑎𝑙𝑒𝑠




8.6  Variables (Manual de codificación de variables.  Anexo 1) 
 





Edad: Años cumplidos. Categorizada en <30 años, 30-40 años y > 40 años. 
Origen: Lugar de residencia. Bogotá, Chaparral y Girardot. 
Etnia: Blanca, mestiza, negra e indígena. 
Estado Civil: Soltera, unión libre, casada, separada, viuda. 
Ingresos mensuales: Categorizada en ≤ SMMLV y > SMMLV. Salario Mínimo 
Mensual Legal Vigente, año 2014, $ 616.000 pesos. 
Escolaridad: Analfabeta, primaria, secundaria, universitaria y técnica. 




8.6.2 Factores de riesgo relacionados con el huésped 
 
Consumo de cigarrillo: Si o no. 
Número de compañeros sexuales: Número de compañeros que ha tenido durante su vida 
sexual. Categorizada en 1, 2-3 y más de 3. 
Edad primera relación sexual: En años. Categorizada en <16 años, 16-19 años y > 19 
años 
Método de planificación: Sin método, barrera, hormonal, inyectables y quirúrgico.  
Número de Partos: Número de partos que ha tenido. Categorizada en 0, 1-2, 3-4, y >4. 
Número de Gestaciones: Número de embarazos que ha tenido. Categorizada en 0, 1-2, 
3-4, y >4. 
Antecedente de aborto: Si o no.  
Menopausia: Si o no. 
ITS: Infecciones de transmisión sexual. Si o no. 
 
 
8.6.3 Anormalidad cervical 
 
Resultado citología: Categorizado según anormalidad citológica, normal y anormal. 
Hallazgo colposcopia: Descripción de la morfología de células cervicales. Categorizada 
en negativa para lesiones intraepiteliales, lesión escamosa intraepitelial de bajo grado y 
lesión escamosa intraepitelial de alto grado. 
Lesión cervical: De acuerdo al resultado de la colposcopia. Categorizada en No: 
mujeres con colposcopia negativa para lesiones, y Si: mujeres con lesiones escamosas 
intraepiteliales de bajo y alto grado. 
 
 
8.6.4 Virus del Papiloma Humano 
 
Infección por VPH: infección detectada por PCR en tiempo real, por al menos un tipo 
viral. Si o no. 
Infección por VPH-16: detección por PCR en tiempo real de ADN de VPH-16. Si o no. 
Infección por VPH-18: detección por PCR en tiempo real de ADN de VPH-18. Si o no. 
Infección por VPH-31: detección por PCR en tiempo real de ADN de VPH-31. Si o no. 
Infección por VPH-33: detección por PCR en tiempo real de ADN de VPH-33. Si o no. 
Infección por VPH-45: detección por PCR en tiempo real de ADN de VPH-45. Si o no. 
Infección por VPH-58: detección por PCR en tiempo real de ADN de VPH-58. Si o no. 
Número de tipos virales: Número de tipos virales detectados por PCR en tiempo real. 
Desde 1 tipo a 6. También categorizada en ≤3 tipos y >3 tipos. 
Coinfección: Infección simultánea  por más de un tipo viral. Si o no. 
Número de copias de HMBS: Número de copias cuantificadas por PCR en tiempo real. 
Carga viral absoluta de VPH-16: Número de copias cuantificadas por PCR en tiempo 
real. 
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Carga viral normalizada de VPH-16:  𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑝𝑖𝑎𝑠 𝑣𝑖𝑟𝑎𝑙𝑒𝑠 𝑉𝑃𝐻−16
𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑝𝑖𝑎𝑠 𝐻𝑀𝐵𝑆 2⁄
 
Carga viral absoluta de VPH-18: Número de copias cuantificadas por PCR en tiempo 
real. 
Carga viral normalizada de VPH-18:  𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑝𝑖𝑎𝑠 𝑣𝑖𝑟𝑎𝑙𝑒𝑠 𝑉𝑃𝐻−18
𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑝𝑖𝑎𝑠 𝐻𝑀𝐵𝑆 2⁄
 
Carga viral absoluta de VPH-31: Número de copias cuantificadas por PCR en tiempo 
real. 
Carga viral normalizada de VPH-31:  𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑝𝑖𝑎𝑠 𝑣𝑖𝑟𝑎𝑙𝑒𝑠 𝑉𝑃𝐻−31
𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑝𝑖𝑎𝑠 𝐻𝑀𝐵𝑆 2⁄
 
Carga viral absoluta de VPH-33: Número de copias cuantificadas por PCR en tiempo 
real. 
Carga viral normalizada de VPH-33:  𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑝𝑖𝑎𝑠 𝑣𝑖𝑟𝑎𝑙𝑒𝑠 𝑉𝑃𝐻−33
𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑝𝑖𝑎𝑠 𝐻𝑀𝐵𝑆 2⁄
 
Carga viral absoluta de VPH-45: Número de copias cuantificadas por PCR en tiempo 
real. 
Carga viral normalizada de VPH-45:  𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑝𝑖𝑎𝑠 𝑣𝑖𝑟𝑎𝑙𝑒𝑠 𝑉𝑃𝐻−45
𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑝𝑖𝑎𝑠 𝐻𝑀𝐵𝑆 2⁄
 
Carga viral absoluta de VPH-58: Número de copias cuantificadas por PCR en tiempo 
real. 
Carga viral normalizada de VPH-58:  𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑝𝑖𝑎𝑠 𝑣𝑖𝑟𝑎𝑙𝑒𝑠 𝑉𝑃𝐻−58
𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑝𝑖𝑎𝑠 𝐻𝑀𝐵𝑆 2⁄
 
Carga viral absoluta Total:  𝑆𝑢𝑚𝑎 𝑑𝑒 𝑐𝑎𝑟𝑔𝑎𝑠 𝑎𝑏𝑠𝑜𝑙𝑢𝑡𝑎𝑠 𝑑𝑒 𝑡𝑖𝑝𝑜𝑠 𝑑𝑒𝑡𝑒𝑐𝑡𝑎𝑑𝑜𝑠
𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑡𝑖𝑝𝑜𝑠 𝑣𝑖𝑟𝑎𝑙𝑒𝑠 𝑑𝑒𝑡𝑒𝑐𝑡𝑎𝑑𝑜𝑠
 
Carga viral normalizada Total:  𝑆𝑢𝑚𝑎 𝑑𝑒 𝑐𝑎𝑟𝑔𝑎𝑠 𝑛𝑜𝑟𝑚𝑎𝑙𝑖𝑧𝑎𝑑𝑎𝑠 𝑑𝑒 𝑡𝑖𝑝𝑜𝑠 𝑑𝑒𝑡𝑒𝑐𝑡𝑎𝑑𝑜𝑠
𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑡𝑖𝑝𝑜𝑠 𝑣𝑖𝑟𝑎𝑙𝑒𝑠 𝑑𝑒𝑡𝑒𝑐𝑡𝑎𝑑𝑜𝑠
 
 
Categorización carga viral absoluta 
 
Carga viral absoluta VPH-16 categorizada: negativa: ≤ 0; baja: 0 <CV≤ 5.86 copias 
virales y alta: > 5.86 copias virales. 
Carga viral absoluta VPH-18 categorizada: negativa: ≤ 0; baja: 0 <CV≤ 5.95 copias 
virales y alta: > 5.95 copias virales. 
Carga viral absoluta VPH-31 categorizada: negativa: ≤ 0; baja: 0 <CV≤ 5.14 copias 
virales y alta: >5.14 copias virales. 
Carga viral absoluta VPH-33 categorizada: negativa: ≤ 0; baja: 0 <CV≤ 4.60 copias 
virales y alta: >4.60 copias virales. 
Carga viral absoluta VPH-45 categorizada: negativa: ≤ 0; baja: 0 <CV≤ 5.98 copias 
virales y alta: >5.98 copias virales. 
Carga viral absoluta VPH-58 categorizada: negativa: ≤ 0; baja: 0 <CV≤ 5.97 copias 
virales y alta: >5.97 copias virales. 
Carga viral absoluta Total categorizada: negativa: ≤ 0; baja: 0 <CV≤ 5.94 copias 







8.6.5 Diagrama de variables 
 





8.7  Calidad del dato. Control de sesgos y errores  
 
 
Para la construcción de la base de datos, se desarrolló el “Software Validación de 
registros para el estudio del VPH”, por la empresa Siscomputo Ltda. Se realizó entrega 
e instalación de los módulos correspondientes, con los respectivos manuales de usuario, 
capacitando de manera presencial a funcionarios de la FIDIC sobre el funcionamiento 
del Software. Se definieron los puntos de control de la base de datos en la Coordinadora 
del Grupo Funcional, y el representante de Siscomputo Ltda.; como también las 
condiciones de confidencialidad de la información regida por el acuerdo de 
confidencialidad que se firma por parte del personal que tiene acceso a dicha 
información al momento de hacer del grupo de investigación de la FIDIC. Se definió 
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una forma de entrada semejante al cuestionario aplicado, definiéndose valores válidos 
antes del ingreso de los datos, tal como se hizo para el ingreso de los resultados de la 
carga viral. Los registros de la base de datos fueron ingresados por un grupo de 
digitadores. El manejo siguiente de los datos, se amplía detalladamente en el plan de 
análisis.  
 
La recolección de la información fue realizada por profesionales pertenecientes a las 
diferentes instituciones asociadas, quienes previamente recibieron capacitación para el 
correcto diligenciamiento del consentimiento informado y la aplicación del cuestionario 
que contenía las preguntas relacionadas con aspectos sociodemográficos, factores de 
riesgo, hallazgos citológicos y colposcópicos.  
 
Las muestras de epitelio cervical fueron tomadas por personal de la salud con 
conocimiento y entrenamiento para tal fin siguiendo metodologías reconocidas y 
aplicadas. Las muestras fueron almacenadas con etanol al 95%, a 4ºC para asegurar su 
conservación. Cada una de las instituciones asociadas, envió a la FIDIC, las muestras, y 
los formatos diligenciados. En la FIDIC se realizó la verificación del correcto 
diligenciamiento tanto del consentimiento como de la historia clínica (cuestionario) y de 
la conservación de las muestras.  
 
Las técnicas de biología molecular para la extracción de ADN, detección del gen de 
beta-globina, y genotipificación de VPH por PCR convencional, fueron realizadas por 
profesionales de biología y/o bacteriología con conocimiento y entrenamiento en éstas, 
siguiendo protocolos previamente diseñados y/o las instrucciones proporcionadas por 
las casas comerciales. Los protocolos y condiciones de PCR convencional, fueron 
estandarizados para cada uno de los tipos virales y el gen de la beta-globina previa 
realización. 
 
Los procedimientos relacionados con el diseño de cebadores y sondas se realizaron 
teniendo en cuenta reportes previos de la literatura, y haciendo uso de software. La 
estandarización de los protocolos y condiciones de la PCR en tiempo real, para cada 
tipo viral y el gen HMBS, fue llevada a cabo posterior a la revisión de artículos 
científicos y de revisión sobre PCR en tiempo real. Para asegurar una técnica óptima, se 
realizaron múltiples ensayos, empleando un rango dinámico de concentraciones (6 
puntos de diluciones seriadas 1:10). Se construyeron curvas estándar para cada tipo 
viral, corriendo por triplicado cada una de las diluciones de los plasmídicos. Para lo 
anterior, se procuró alcanzar valores adecuados de eficiencia (0.90 - 1.10), correlación 
(0.926 - 0.995) y precisión (+/-máximo 0.5 DS) (82, 83). 
 
El personal a cargo de la realización de los protocolos de PCR convencional y en 
tiempo real, no tenían conocimiento acerca de los datos e información previamente 
obtenida de cada paciente.  
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Parte de la información con la que se trabajó, se encuentra en una base de datos (fuente 
secundaria), los cuales fueron recolectados previa capacitación, siguiendo un formato 
(Anexo 3). Los procedimientos para la detección y cuantificación de VPH en las 
muestras, fueron realizados por personal entrenado en técnicas de biología molecular, 
utilizando termocicladores calibrados y siguiendo protocolos y condiciones especiales 
para cada PCR, previamente estandarizados.  
 
En relación a la carga viral, los datos fueron recolectados por el investigador, (fuente 
primaria), siguiendo protocolos y condiciones ya establecidos y estandarizados, para 
cada prueba, a través de un termociclador calibrado (CFX96 Touch™real time detetion 
system (BIO RAD)) de acuerdo al manual de fábrica. Para verificar la calidad de los 
resultados, en cada uno de los procedimientos de PCR en tiempo real, se incluyeron 
controles negativos con agua libre de ADNasas (GIBCO) y controles positivos 
(diluciones seriadas de plasmídico de cada tipo viral).  
 
Para el control de variables de confusión, desde el diseño del estudio, se realizó 
emparejamiento por edad entre los dos grupos de mujeres (+/- 5 años), y para el 
análisis, se llevará a cabo un modelo de análisis multivariado ajustado. 
 
8.8  Análisis estadístico 
 
Se contó con una base de datos, que se encuentra en el “Software Validación de 
registros para el estudio del VPH”, donde está contenida la información con las 
variables anteriormente mencionadas. La digitación de dicha información la realizó 
personal capacitado. La codificación de las variables fue realizada por los 
investigadores, teniendo en cuenta la revisión de la literatura. Con los resultados 
obtenidos de la cuantificación de la carga viral se completó la base de datos, 
definiéndose previamente valores válidos para su ingreso. Durante la digitación, se 
buscaron inconsistencias de valores ilegales o improbables, como también al finalizar la 
digitación, mediante la realización de lectura de la base de datos, informes de matriz, 
frecuencias y resumen de datos. Se buscaron y se evitaron errores mediante una doble 
entrada de datos, dividiendo el proceso por pasos definidos verificando en cada uno lo 
que se había realizado. Al encontrar errores se hicieron las correcciones necesarias en 
un archivo comando.  
 
Un número limitado de mujeres incluídas presentaron NIC 2+ o LEI-AG (NIC 2+ de 
acuerdo al Sistema Bethesda. La categoría NIC se estableció incluyendo mujeres con 
NIC 2+ y mujeres con NIC 1 o LEI-BG (NIC 1 según sistema Bethesda) (64), lo 
anterior para mejorar la calidad de los análisis estadísticos del presente proyecto.  
 
Teniendo en cuenta la alta prevalencia de infecciones múltiples en mujeres 
colombianas, reportada previamente, los análisis se basaron en la infección tipo-
específica más que en infecciones individuales por cada mujer (55).  
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Frecuencias y proporciones fueron empleados para el análisis univariado de las 
variables categóricas. En el caso de las variables cuantitativas se utilizaron medianas y 
rangos intercuártiles teniendo en cuenta la distribución no normal de los datos.  
 
Las diferencias entre los grupos de mujeres en relación a variables categóricas, fueron 
valoradas con el test de Chi2 o el test de Fisher de acuerdo a los valores observados. Se 
determinó si existían diferencias en la distribución de las variables cuantitativas entre 
los dos grupos de mujeres mediante el test de Mann-Whitney, se utilizó el test de 
Kruskall Wallis cuando se compararon más de dos grupos. 
 
La distribución de la carga viral de acuerdo a los resultados de colposcopia y biopsia se 
analizaron con el test de Mann–Whitney U o el test de Kruskal Wallis teniendo en 
cuenta el número de grupos a comparar.  
 
Tanto la carga viral absoluta como la normalizada, fueron analizadas, y se trasformaron 
en log10 para facilitar la interpretación de los resultados. La carga viral absoluta de cada 
tipo viral y la total fueron categorizadas para mejorar la calidad de los análisis: 
negativa: ≤ 0; baja : 0 < VL ≤105 copias virales y alta: >105 copias virales. 
 
Para el análisis de asociación se estableció una dirección teórica donde la variable 
dependiente fue el resultado de colposcopia, categorizado como con LEI (mujeres con 
lesiones escamosas intraepiteliales de bajo y alto grado) y sin LEI (mujeres con 
colposcopia negativa para lesiones escamosas intraepiteliales), y la variable 
independiente fue la carga viral de cada tipo. Considerando que cada mujer con LEI fue 
emparejada con 2 mujeres sin LEI, por edad y fecha de ingreso al estudio multicéntrico, 
se empleó un análisis de regresión logística condicional, para valorar la asociación entre 
la carga viral de cada tipo y la frecuencia de las lesiones cervicales. De ésta manera se 
estimaron OR crudos y ajustados (por origen, raza, edad inicio de relaciones sexuales y 
número de tipos virales detectados), con sus respectivos intervalos de confianza del 
95%. Todas las pruebas de hipótesis se realizaron a dos colas, con una significancia de 
0.05.  
 
Para el control de variables de confusión, desde el diseño del estudio, se realizó 
equiparamiento individual por la edad (+/- 5 años), y en el análisis, por medio del 
análisis multivariado como se mencionó anteriormente.  
 
Todos los análisis estadísticos fueron realizados con el programa STATA10®. 
 
8.9  Aspectos Éticos  
 
Los resultados de este estudio, permitirán ampliar el conocimiento que se tiene de la 
asociación entre la carga viral del Virus del Papiloma Humano con el desarrollo de 
Cáncer de Cérvix (CC) para la población de mujeres Colombianas pertenecientes a 
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diferentes regiones del país, y en un futuro para contemplar la implementación de la 
detección de VPH y cuantificación de la carga viral a los programas de prevención y 
control del CC de alto impacto en la salud y calidad de vida de nuestra población, como 
también el desarrollo de vacunas que contemplen los datos relevantes encontrados. 
 
El desarrollo de la propuesta está basado en los principios básicos de la ética: el respeto 
por las personas, justicia y beneficencia. 
 
 
8.9.1 Respeto por las personas 
 
Considerando el respeto de la autonomía y dignidad de las mujeres, y protegiendo la 
libertad de elección, se incluyeron en el proyecto mujeres que asistían de manera 
voluntaria a las consultas de prevención del CC, que aceptaron voluntariamente 
participar en los estudios previos y accedieron a la toma de la muestra cervical y su 
utilización con fines investigativos. Se otorgó de forma escrita e individual el 
consentimiento informado con información clara y fácilmente comprensible sobre el 
Cáncer de Cérvix, el Virus del Papiloma Humano, los procedimientos a realizar, los 
objetivos de la investigación, los riesgos, beneficios que conllevaban los estudios y el 
compromiso de confidencialidad (Anexo 1). La información producto de las 
investigaciones previas fue anónima y manejada confidencialmente por el grupo de 
investigadores y el equipo de salud, asegurando la no aparición de los nombres de las 
pacientes en los informes de los estudios. De igual manera, se manejó la información 




Con el proyecto se espera obtener resultados que permitan la modificación de las 
estrategias de prevención del CC existentes, con miras a la disminución de la incidencia 
y mortalidad gracias a la identificación temprana de mujeres en riesgo de desarrollarlo.  
 
De acuerdo a la resolución número 008430 de 1993 de la República de Colombia 
expedida por el Ministerio de Salud y tal como dicta en el Título II, capítulo 1, artículo 
11, ésta es una investigación con riesgo mínimo ya que se realizó un registro de 
muestras previamente tomadas que se encuentran conservadas y no habrá ningún tipo de 
intervención (84).  
 
8.9.3 Justicia  
 
Los resultados obtenidos se utilizarán en beneficio de las participantes y de la 
comunidad a la cual pertenecen, de tal forma que las cargas y beneficios del estudio se 
distribuyan equitativamente, sin ninguna distinción en particular. Éstos resultados se 
presentarán en medios científicos con el fin de que su conocimiento sea útil para las 
intervenciones necesarias en todo el país.  
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8.9.4 Manejo de muestras Biológicas 
 
Las muestras de las mujeres han sido manejadas (almacenamiento, extracción, 
tipificación, cuantificación) por el grupo de investigación de Biología del Virus del 
Papiloma Humano de la Fundación Instituto de Inmunología de Colombia (FIDIC), 
asegurando su permanencia en la institución. Para el presente proyecto, se hizo un uso 
secundario de las muestras de mujeres seleccionadas según los criterios ya establecidos. 
 
8.9.5 Comités de ética  
 
Este estudio se realizó teniendo una aprobación marco para diferentes estudios por parte 
de los comités de ética de cada institución, previo a la realización del estudio 
multicéntrico. Fundación Instituto de Inmunología de Colombia; Nuevo Hospital San 
Rafael E.S.E, Girardot; Hospital San Juan Bautista de Chaparral E.S.E.; Hospital de 
Engativá (level II) (Anexo 2).  
Los convenios con las instituciones participantes, el cuestionario aplicado a las 
pacientes y el formato del consentimiento informado se encuentran disponibles en la 




9. RESULTADOS  
 
En el estudio, 180 mujeres cumplieron con los criterios de inclusión, sin embargo, 7 de 
ellas fueron excluidas, puesto que no se obtuvo amplificación del gen constitutivo 
celular HMBS en sus respectivas muestras cervicales. De ésta manera la muestra quedó 
constituida por 173 mujeres. De acuerdo a los hallazgos colposcópicos, se establecieron 
dos grupos de mujeres, aquéllas con colposcopia negativa para lesiones escamosas 
intraepiteliales (n=114) y mujeres con colposcopia positiva para lesiones escamosas 
intraepiteliales (n=59). En el grupo de mujeres con LEI, 56  presentaron lesiones de 
bajo grado (LEI-BG) y 3 lesiones de alto grado (LEI-AG) (Ilustración 7). 




Abreviaciones: PCR tiempo real: polymerase chain reaction; HMBS: 
hydroxymethylbilane synthase; VPH-AR: virus del papilloma humano de alto 
riesgo; LEI: lesión escamosa intraepitelial; LEI-BG: lesión escamosa 
intraepitelial de bajo grado; LEI-AG: lesión escamosa intraepitelial de alto 
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grado. *Criterios de inclusión: Mujeres que aceptaron participar en estudio 
multicéntrico, con información completa, resultado de colposcopia verificable, 
positivas para infección por VPH detectada por PCR convencional y con 
muestra suficiente para los análisis.  
 
Siguiendo el algoritmo diagnóstico, la biopsia fue realizada a 59 mujeres con lesiones 
cervicales determinadas por colposcopia; sin embargo, se obtuvieron los reportes de 
patología solo para 45 mujeres puesto que las muestras de las restantes 14 mujeres 
fueron insatisfactorias o no se obtuvieron. En un 23.73% (n = 14) de las mujeres se 
confirmó la presencia de NIC 1 por biopsia, (se encontró una mujer con NIC 2+). A las 
otras dos de las mujeres con NIC 2+ por colposcopia se identificó NIC 1 por biopsia.  
 
En mujeres con LEI, se encontró una mediana para la edad de 40 años (RIC 14 años) y 
en mujeres sin LEI fue de 41.5 años (RIC 13 años). La mayoría de las mujeres que 
participaron en el estudio, provenían de la cuidad de Girardot (n=105; 60.69%), y la 
mayoría de ellas (n=80; 76.19%), no tenían lesiones identificadas por colposcopia. El 
95.95% de las mujeres del estudio declararon ser mestizas (n=166). Respecto a las 
características sociodemográficas, y factores de riesgo, asociados a CC y a la infección 
por VPH, no se encontraron diferencias estadísticamente significativas entre los dos 
grupos de mujeres (con LEI y sin LEI), excepto para el origen p < 0.005 (Tabla 2). 
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Tabla 2. Distribución de características sociodemográficas y factores de riesgo.  
 
Característica  Categorías n % 
Mujeres con 
LEI (n= 59)   
Mujeres sin 
LEI (n =114)   p 
n %   n %   
                      
Edad, años 
<30  29 16.76 11 18.64   18 15.79   
0.493 30-40  54 31.21 21 35.59   33 28.95   
> 40  90 52.02 27 45.76   63 55.26   
                      
Origen 
Bogotá 65 37.57 32 54.24   33 28.95   
0.001* Chaparral 3 1.73 2 3.39   1 0.88   
Girardot  105 60.69 25 42.37   80 70.18   
                      
Ingreso mensual ≤ SMMLV  155 89.60 53 89.83   102 89.47   0.942 
> SMMLV  18 10.40 6 10.17   12 10.53     
                    
Escolaridad 
Analfabeta 1 0.58 1 1.69   0 0.00   
0.094 
Primaria 82 47.40 22 37.29   60 52.63   
Secundaria 74 42.77 28 47.46   46 40.35   
Universitaria 10 5.78 6 10.17   4 3.51   
Técnica 6 3.47 2 3.39   4 3.51   
                     
Etnia 
Indígena 2 1.16 0 0.00   2 1.75   
0.321 
Blanca 4 2.31 2 3.39   2 1.75   
Mestiza 166 95.95 56 94.92   110 96.49   
Negra 1 0.58 1 1.69   0 0.00   
                     
Estado civil  
Soltera 17 9.83 4 6.78   13 11.40   
0.673 
Casada 20 11.56 7 11.86   13 11.40   
Divorciada 8 4.62 4 6.78   4 3.51   
Unión libre 126 72.83 43 72.88   83 72.81   
Viuda 2 1.16 1 1.69   1 0.88   
 
 
Abreviaciones: LEI: lesión escamosa intraepitelial; SMMLV: salario mínimo mensual 
legal vigente, año 2014, $ 616.000 pesos  (85); ITS: infección de transmisión sexual. * 
p < 0.05. 
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Tabla 2. Distribución de características sociodemográficas y factores de riesgo.  
 
 
Abreviaciones: LEI: lesión escamosa intraepitelial; SMMLV: salario mínimo mensual 
legal vigente, año 2014, $ 616.000 pesos  (85); ITS: infección de transmisión sexual. * 
p < 0.05. 
Característica  Categorías n % 
Mujeres con 
LEI (n= 59)   
Mujeres sin 
LEI (n =114)   p 
n %   n %   
Régimen de 
afiliación a salud 
Vinculado-
Subsidiado 159 91.91 52 88.14   107 93.86   0.191 Contributivo-
Particular 14 8.09 7 11.86   7 6.14   
                    Consumo de 
cigarrillo 
No 146 84.39 49 83.05   97 85.09   0.726 
Si 27 15.61 10 16.95   17 14.91     




< 16  41 23.70 10 16.95   31 27.19   
0.202 16-19  82 47.40 33 55.93   49 42.98   
> 19  50 28.90 16 27.12   34 29.82   
                     
No. Compañeros 
sexuales 
1 72 41.62 26 44.07   46 40.35   
0.868 2-mar 84 48.55 27 45.76   57 50.00   
> 3 17 9.83 6 10.17   11 9.65   
                     
Método de 
planificación 
Ninguno 65 37.57 19 32.20   46 40.35   
0.697 
Quirúrgico 52 30.06 15 25.42   22 19.30   
Hormonal 19 10.98 18 30.51   34 29.82   
De barrera 37 21.39 7 11.86   12 10.53   
                     
Gestaciones 
0 4 2.31 1 1.69   3 2.63   
0.326 
1-feb 76 43.93 28 47.46   48 42.11   
3-abr 74 42.77 27 45.76   47 41.23   
> 4 19 10.98 3 5.08   16 14.04   
                     
Partos 
0 7 4.05 2 3.39   5 4.39   
0.852 
1-feb 95 54.91 35 59.32   60 52.63   
3-abr 66 38.15 21 35.59   45 39.47   
> 4 5 2.89 1 1.69   4 3.51   
                     
Abortos No 82 47.40 27 45.76   55 48.25   0.757 
Si 91 52.60 32 54.24   59 51.75   
                    
Menopausia No  148 85.55 53 89.83   95 83.33   0.249 
Si 25 14.45 6 10.17   19 16.67   
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Tabla 2. Distribución de características sociodemográficas y factores de riesgo.  
 
 
Característica  Categorías n % 
Mujeres con 
LEI (n= 59)   
Mujeres sin 
LEI (n =114)   p 
n %   n %   
ITS  No  137 79.19 47 79.66   90 78.95   0.913 Si 36 20.81 12 20.34   24 21.05   
                    Resultado de 
citología 
Normal  161 93.06 55 93.22   106 92.98   0.612 Anormal  12 6.94 4 6.78   8 7.02   
                      
 
Abreviaciones: LEI: lesión escamosa intraepitelial; SMMLV: salario mínimo mensual 
legal vigente, año 2014, $ 616.000 pesos  (85); ITS: infección de transmisión sexual. * 
p < 0.05. 
 
 
A nivel general, el 91.91% (n=159) de la muestra resultó positiva para VPH mediante la 
detección por PCR en tiempo real, correspondiendo al 93.22% (n=55) de mujeres con 
LEI (92.86% en LEI-BG, 100% en LEI-AG) y 91.23% (n=104) de mujeres sin lesión. 
Del total de mujeres infectadas, 79.24% (n=126) presentaron infección por más de un 
tipo viral; esto se observó en el 81.82% (n=45) de mujeres con LEI y en el 77.88% 
(n=81) de mujeres negativas para lesión. La infección simultánea por 2 tipos virales de 
alto riesgo (VPH-AR) fue más frecuente  en mujeres sin lesiones (n= 29; 27.88%) y por 
3 tipos virales, en aquellas con lesiones (n=19; 34.54%). Los tipos virales más 
frecuentes en infecciones múltiples, en ambos grupos, fueron VPH-18 y VPH-16. 
 
La distribución tipo-específica, mostró que VPH-18 fue el tipo viral más frecuente en 
los dos grupos (69.49% en mujeres con LEI y 66.66% en mujeres sin LEI), seguido por 
VPH-16 (57.63%) y VPH-45 (38.98%) en mujeres con lesión y por VPH-16 (45.61%), 
VPH-31 (45.61%) y VPH-45 (38.60%) en mujeres negativas para lesión. El tipo viral 
menos frecuente en ambos grupos, fue VPH-33.  
 
En mujeres con lesión se registró una mayor proporción de infecciones con carga viral 
alta por VPH-18, VPH-16, y VPH-31. Mientras que en mujeres sin lesión, fue más 
frecuente la presencia de carga viral alta en infecciones por VPH-31, VPH-45 y VPH-
58 (Tabla 3). 
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Tabla 3. Distribución tipo específica de la carga viral absoluta categorizada. 
 
 
Tipo VPH  n % 
Mujeres con LEI (n= 59)   Mujeres sin LEI (n=114) 
p Negativa   Baja carga viral   
Alta carga 
viral   Negativa   
Baja carga 
viral   
Alta carga 
viral 
n %   n %   n %   n %   n %   n % 
VPH-16  86 49.71 25 42.37   12 20.34   22 37.29   62 54.39   13 11.40   39 34.21 0.186 
VPH-18  117 67.63 18 30.51   10 16.95   31 52.54   38 33.33   18 15.79   58 50.88 0.928 
VPH-31  71 41.04 40 67.80   1 1.69   18 30.51   62 54.39   3 2.63   49 42.98 0.257 
VPH-33  14 8.09 54 91.53   0 0.00   5 8.47   105 92.11   1 0.88   8 7.02 0.846 
VPH-45  67 38.73 36 61.02   9 15.25   14 23.73   70 61.40   10 8.77   34 29.82 0.366 
VPH-58  56 32.37 42 71.19   7 11.86   10 16.95   75 65.79   16 14.04   23 20.18 0.772 
VPH-AR 159 91.91 4 6.78   8 13.56   47 79.66   10 8.77   12 10.53   92 80.70 0.777 
 
Abreviaciones: VPH: virus del papiloma humano; VPH-AR: virus del papiloma humano de alto riesgo, infección con al menos un tipo viral 
de los 6 tipos analizados; LEI: lesión escamosa intraepitelial. *Carga viral VPH: categorizada como ‘ ≤ 0 copias virales = negativa, 0 < 
VL≤105 copias virales = baja carga viral, >105 copias virales = alta carga viral. 
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En las ilustraciones 8 y 9, se observa la distribución de la carga viral absoluta y 
normalizada de cada tipo de VPH-AR, comparando los dos grupos de mujeres. Cabe 
resaltar que los tipos virales con mayor carga viral absoluta, fueron VPH-31 (en mujeres 
sin LEI) y VPH-33 (en mujeres con LEI), con medianas para VPH-31 de 9.41 copias 
virales (RIC 2.58 copias) y para VPH-33 de 9.33 copias virales (RIC 2.94 copias). 
VPH-58, presentó la carga viral absoluta más baja en ambos grupos. Para la carga viral 
normalizada, el rango de los valores fue menor que los obtenidos en la carga absoluta 
(hasta 108 copias virales). Los tipos VPH-33 y VPH-31 presentaron los mayores valores 
de carga normalizada y absoluta para mujeres sin LEI y mujeres con LEI 
respectivamente. No se observaron diferencias estadísticamente significativas en la 
distribución de la carga viral (absoluta y normalizada) para cada tipo de VPH-AR 
evaluado, entre los dos grupos de pacientes  
 
Las pacientes con LEI-AG (n=3), presentaron infección por VPH. Dos de ellas con 
detección de VPH-18 y VPH-31, simultáneamente y la restante fue positiva para VPH-
18, VPH-16 y VPH-45. Estas mujeres presentaron valores altos de carga viral total 
(absoluta y normalizada), carga viral de VPH-18 (normalizada) y carga viral de VPH-16 
(absoluta) comparadas con las mujeres con LEI-BG, aunque estas diferencias no fueron 
estadísticamente significativas. Por otra parte, para VPH-31, la carga viral normalizada, 
fue mayor en mujeres negativas para lesión cervical y con LEI-BG, en comparación con 
mujeres que tenían LEI-AG,  presentando una significancia marginal (p=0.052). 
 
De igual manera se analizó la distribución de la carga viral para cada uno de los tipos 
VPH-AR de acuerdo al resultado de biopsia. Se encontraron resultados similares a los 
hallados con colposcopia, evidenciándose cargas virales absolutas mayores en las 
mujeres con mayor grado de lesión y para algunos tipos (VPH-31, VPH-33) cargas 
virales normalizadas más altas; sin embargo, las diferencias no fueron estadísticamente 
significativas debido al número de mujeres analizado (Tabla 4). 
 
Se calcularon los OR (odds ratios) crudos para estimar la magnitud de la asociación 
entre la carga viral absoluta de cada tipo viral y la presencia de lesiones escamosas 
intraepiteliales. Al construir el modelo de regresión logística condicional, ajustando por 
el origen, la etnia, la edad de inicio de relaciones sexuales y el número de tipos virales 
infectantes, se evidenció que tener una infección por VPH-16 se asoció 
significativamente, con una mayor frecuencia de lesiones cervicales. Sin embargo, la 
presencia de lesiones es más frecuente en el grupo de mujeres con carga viral baja para 
VPH-16 (0< VL ≤ 5.86 copias virales), que en mujeres con carga alta (>5.86 copias 
virales), (ORa: 3.53, IC95%: 1.16 - 10.74; ORa: 2.63, IC95%: 1.09 – 6.36 
respectivamente). Además, se encontró que es menor la frecuencia de lesiones 
cervicales en mujeres con infección por VPH-31 y una carga viral alta (>5.14 copias 
virales), ORa: 0.34, IC95%: 0.15 – 0.78. Para los demás tipos virales, no se obtuvieron 
asociaciones estadísticamente significativas con la presencia de LEI  (Tabla 5). 
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La línea discontinua indica la mediana, la caja representa el rango intercuartil (RIC). Los bigotes que se extienden de las cajas son los 
límites superior e inferior. Los valores extremos se representan con marcadores de diamantes ¡. No se observaron diferencias 
estadísticamente significativas en cuanto a distribución de la carga de ADN de cada tipo de VPH entre los grupos de pacientes (Test de 
Mann-Whitney). Abreviaciones: VPH: virus del papiloma humano; LEI: lesión intraepitelial escamosa. 
 57 























La línea discontinua indica la mediana, la caja representa el rango intercuartil (RIC). Los bigotes que se extienden de las cajas son los 
límites superior e inferior. Los valores extremos se representan con marcadores de diamantes ¡. No se observaron diferencias 
estadísticamente significativas en cuanto a distribución de la carga de ADN de cada tipo de VPH entre los grupos de pacientes (Test de 
Mann-Whitney). Abreviaciones: VPH: virus del papiloma humano; LEI: lesión intraepitelial escamosa. 
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Tabla 4. Distribución de la carga viral de 6 tipos VPH-AR de acuerdo a los resultados de biopsia. 
 
Tipo VPH   
Negativa  (n=33)   LEI-BG (n=19)   LEI-AG  (n=1) 
 % (n)   Carga Viral, mediana (RIC)     % (n)   Carga Viral, mediana (RIC)     % (n)   Carga Viral, mediana (RIC)  Absoluta Normalizada   Absoluta Normalizada   Absoluta Normalizada 
      
 
                
VPH-16 66.67 (22) 6.42 (1.69) 1.79 (0.54)   57.89 (11) 6.77 (3.04) 1.69 (0.64)   0 n/a n/a 
VPH-18 66.67 (22) 6.29 (1.34) 1.84 (0.51)   68.42 (13) 6.61 (2.28) 1.67 (1.79)   100 (1) 7.02 (n/a) 2.07 (n/a) 
VPH-31 30.30 (10) 8.51 (1.90) 2.39 (0.38)   31.58 (6) 9.69 (6.00) 3.50 (2.17)   0 n/a n/a 
VPH-33 3.03 (1) 6.75 (n/a) 1.98 (n/a)   10.53 (2) 8.48 (1.70) 2.37 (2.06)   100 (1) 10.57 (n/a) 3.13 (n/a) 
VPH-45 51.52 (17) 6.13 (2.95) 1.79 (1.00)   42.11 (8) 6.24 (1.17) 1.61 (0.80)   0 n/a n/a 
VPH-58 21.21 (7) 5.93 (3.89) 2.14 (2.35)   36.84 (7) 6.12 (0.34) 1.75 (0.28)   0 n/a n/a 
VPH-AR 94.34 (31) 6.37  (1.20) 2.06 (0.63)   94.74 (18) 6.77 (2.97) 2.12 (1.37)   100 (1) 8.80 (n/a) 2.60 (n/a) 
 
Las cargas virales fueron transformadas en logaritmo en base 10. Abreviaciones: VPH: virus del papiloma humano; LEI: lesión escamosa 
intraepitelial; RIC: rango intercuartil; n/a: No aplicable. *Copias VPH/célula= Número de copias de VPH/ (Número de copias HMBS/2).  




Tabla 5. Modelo de regresión logística condicional. 
 
 
Tipo VPH  Carga viral Mujeres con LEI / Sin LEI 
OR crudo 
(95%CI) OR* IC 95% 
          
VPH-16  
Negativa  25/62 Referencia     
0 < CV ≤ 5.86 12/13 2.19 (0.88 – 5.43) 3.53 1.16 – 10.74 
5.86 < CV  22/39 1.27 (0.64 – 2.50) 2.63 1.09 – 6.36 
          
VPH-18 
Negativa  18/38 Referencia     
0 < CV ≤ 5.95 10/18 1.14 (0.45 – 2.89) 1.72 0.52 – 5.69 
5.95 < CV  31/58 1.06 (0.52 – 2.17) 1.77 0.68 – 4.63 
          
VPH-31  
Negativa  40/62 Referencia     
0 < CV ≤ 5.14 1/3 0.52 (0.04 – 6.29) 0.15 0.01 – 2.26 
5.14 < CV  18/49 0.60 (0.32 – 1.14) 0.34 0.15 – 0.78 
          
VPH-33 
Negativa  54/105 Referencia     
0 < CV ≤ 4.60 0/1 0.00 (0 - ,) 0.00 0.00 - , 
4.60 < CV  5/8 1.43 (0.45 – 4.50) 1.67 0.44 – 6.28 
          
VPH-45 
Negativa  36/70 Referencia     
0 < CV ≤ 5.98  9/10 1.53 (0.60 – 3.92) 2.94 0.92 – 9.44 
5.98 < CV  14/34 0.79 (0.38 – 1.67) 1.13 0.43 – 2.96 
          
VPH-58 
Negativa  42/75 Referencia     
0 < CV ≤ 5.97 7/16 0.83 (0.32 – 2.11) 0.73 0.23 – 2.31 
5.97 < CV  10/23 0.83 (0.37 – 1.83) 0.86 0.35 – 2.12 
          
VPH-AR** 
Negativa  4/10 Referencia     
0 < CV ≤ 5.94 8/12 1.73 (0.40 – 7.47) 1.01 0.23 – 4.50 
5.94 < CV  47/92 1.18 (0.35 – 4.00) 1.39 0.25 – 7.81 
            
      Abreviaciones: VPH: virus del papiloma humano; VPH-AR: virus del papiloma 
humano de alto riesgo, infección con al menos un tipo viral de los 6 tipos analizados; 
CV: carga viral; LEI: lesión escamosa intraepitelial; OR: odds ratio; IC: intervalo de 
confianza. *Ajustado por origen, etnia, edad de primera relación sexual y número de 
tipos virales. ** Carga viral total= sumatoria carga viral de los tipos detectados/ número 









10.  DISCUSIÓN 
 
 
La realización de éste proyecto, empleando una técnica como la PCR en tiempo real, 
permitió la cuantificación de la carga viral, de los tipos oncogénicos más frecuentes en 
nuestro país (VPH-16, 18, 31, 33, 45 y 58) (55). Siendo la PCR en tiempo real, una 
técnica de alta sensibilidad, especificidad, que facilita la detección y cuantificación de 
un rango dinámico (hasta 1022 copias virales) y amplio de copias de ADN viral, fue un 
método acertado y adecuado para evaluar la asociación de la carga de cada tipo viral, 
con la presencia de lesiones cervicales (12, 13, 19, 27, 86-88). 
 
Dentro de las características sociodemográficas y factores de riesgo evaluados, el origen 
fue la única variable que mostró diferencias entre mujeres con y sin lesiones cervicales. 
Siendo en su mayoría, las mujeres con lesiones provenientes de Bogotá, mientras que la 
mayoría de mujeres sin lesiones eran de Girardot. Estas diferencias podrían explicarse 
por hallazgos previamente reportados en relación a la prevalencia de VPH y la 
distribución tipo específica, encontrándose mayor frecuencia de infección en Bogotá por 
los tipos 16, 31 y 18, mientras en Girardot por 16, 31, 33 y 45. Adicionalmente se  ha 
encontrado un mayor porcentaje de infecciones múltiples en Girardot en comparación 
con Bogotá (45.6% vs 26.9) (55) y finalmente se ha encontrado que mujeres 
provenientes de Girardot presentan una depuración mas rápida de infecciones por tipos 
de la especie A9 (VPH-16, VPH-31, VPH-33 y VPH-58) (89). Los anteriores hallazgos 
podrían determinar que las mujeres de Girardot presenten una menor frecuencia de LEI 
(depuración mas rápida y mayores infecciones múltiples).  
 
En la muestra estudiada, el mayor número de infecciones por VPH se encontró en 
mujeres con LEI, donde, todas las mujeres con LEI-AG fueron VPH positivas. Lo 
anterior es consistente con el hecho de que cerca del 99.7% de casos de CC, están 
asociados a la infección con VPH (50). Estudios previos han demostrado que la 
prevalencia del VPH en mujeres con anormalidades cervicales, aumenta 
proporcionalmente a la severidad de las lesiones (6, 47). Sin embargo las prevalencias, 
encontradas de acuerdo a los hallazgos colposcópicos en este proyecto fueron mayores a 
las reportadas en la literatura (100% en LEI-AG, 92.86% en LEI-BG y 91.23% sin 
LEI). En este estudio se incluyeron mujeres que habían sido previamente identificadas 
con infección por VPH mediante PCR convencional; lo anterior explica la alta 
prevalencia de VPH utilizando una técnica como PCR en tiempo real en mujeres sin 
lesiones, aunque una prevalencia variable de infección en mujeres sin LEI ha sido 
reportada  (media=12.6%) (52, 90).  
 
Con respecto al grupo de mujeres sin anormalidades cervicales, se han encontrado 
prevalencias de infección variables a nivel mundial, con una media de 12.6%, (4, 90-
93). Teniendo en cuenta que como criterio de inclusión, se incluyó la detección previa 
de VPH por PCR convencional, la prevalencia de VPH, detectada con PCR en tiempo 
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real, reportada en este estudio, es considerablemente mayor a los estudios previos donde 
la infección no fue criterio para ingresar a los estudios.  
 
Las frecuencias de infecciones múltiples reportadas por estudios previos, realizados en 
España y China, con mujeres que presentaban lesiones cervicales, son variables (16.3% 
– 55%) (93, 94). En mujeres sin lesiones, en otros países, se ha descrito hasta un 3.4% 
de infecciones por múltiples tipos de VPH-AR (95). Respecto a Colombia, un estudio 
realizado en el 2011, donde evaluaron la prevalencia de infección por VPH en pacientes 
con lesiones cervicales, encontró infecciones múltiples en el 78.0% de mujeres sin 
lesiones, y entre 71.4% - 85.7%, en mujeres con lesiones, con una menor frecuencia a 
mayor grado de severidad de las lesiones (54). Adicionalmente, otro estudios realizados 
por nosotros han reportado frecuencias de confecciones altas respecto a las descritas a 
nivel mundial (31, 71).  
En este trabajo se determinó una mayor proporción de infecciones múltiples, 
considerando toda la muestra, y también al diferenciar entre mujeres con y sin lesiones 
cervicales, en comparación a reportes a nivel mundial, pero comparables con resultados 
previamente obtenidos en población colombiana. Las diferencias con respecto a las 
prevalencias de coinfección reportadas en estos estudios de distintas regiones del 
mundo, podrían deberse a diferencias en el diseño de los estudios (criterios de 
inclusión), tamaños de muestra más grandes, los métodos de detección de VPH 
empleados (la PCR en tiempo real es más específica y detecta cargas mínimas al igual 
que usa cebadores que amplifican productos más pequeños, lo cual facilita la detección 
en mujeres con muestras más degradadas) (13, 27)  y la población en estudio (Factores 
geográficos, demográficos y clínicos) (95).  Estudios previos que han empleado la PCR 
en tiempo real, han reportado altas frecuencias de infecciones múltiples (96, 97).  
 
Respecto a las prevalencias tipo-específicas, se han reportado diferencias relacionadas 
con factores geográficos y demográficos (51, 52). Los dos tipos más frecuentes en la 
población estudiada, (VPH-16 y VPH-18) son responsables del 70% de los casos de CC 
(16). Los tipos de VPH evaluados en este trabajo, han sido reportados dentro de los 8 
tipos VPH-AR más frecuentes alrededor del mundo tanto en mujeres con lesiones como 
en mujeres sin lesiones (1, 51, 52).   
 
Las cargas virales absolutas fueron más altas en las mujeres que presentaban LEI en 
comparación con mujeres sin lesiones determinadas tanto por colposcopia como por 
biopsia. Se observó un aumento en la carga viral de VPH-18 y VPH-33 proporcional al 
grado de lesión cervical. Lo anterior es consistente con estudios previos que han 
descrito el efecto de la carga viral en el desarrollo de CC (9, 11).   
 
Se evidenció una asociación entre la carga viral y la frecuencia de lesiones cervicales, 
para los tipos VPH-16 y VPH-31. Lo anterior es consistente con estudios previos que 
han revelado el efecto de la carga viral en el desarrollo de CC. La mayoría de los 
estudios para VPH-16, han encontrado que la carga viral aumenta en relación al grado 
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de severidad de las lesiones cervicales (9-11, 18, 19, 49, 98-100). 
 
Se encontró también que mujeres con infecciones con carga baja de VPH-16 (< 5.86 
copias virales), presentan con mayor frecuencia lesiones cervicales. Estos se relacionan 
a los obtenidos en el estudio de Manawapat, Stubenrauch y colaboradores en el 2012, 
encontraron datos similares (101), donde mujeres con infecciones persistentes por VPH-
16, tenían una carga viral más baja que aquellas que eliminaron la infección (4.72 
copias/célula contra 20 copias/célula p=0.0003). Adicionalmente, recientemente se 
encontró que una carga viral baja es característica de infecciones persistentes detectadas 
de manera intermitente (102).  
 
Se ha descrito que existe una disminución de la carga viral en mujeres con LEI, 
explicable por la integración del genoma del VPH que regula a la baja de la síntesis del 
AND viral, lo que afecta la activación del sistema inmune, y así disminuye la 
probabilidad de eliminar la infección (101, 103-105). De acuerdo a esto, es probable 
que se observe un periodo de latencia prolongado, con una carga viral baja, que 
represente un mayor riesgo para persistencia de la infección y progresión de las lesiones 
(106).  
 
En este mismo contexto, se encontró que una carga alta de VPH-31 (>5.14 copias 
virales) se asocia con una menor frecuencia de lesiones cervicales. De tal manera como 
se mencionó, se ha demostrado que la carga viral es mayor en infecciones transitorias en 
comparación con infecciones persistentes (101). Esto se correlaciona con el hallazgo de 
un pico transitorio de carga viral de VPH-31 o una fase de meseta, previo a la 
depuración de la infección (107); una carga viral alta probablemente fue necesaria para 
la inducción del sistema inmune, favoreciendo así la eliminación de la infección.  
 
Es probable que estas infecciones por VPH-31 sean transitorias y ésta asociación esté 
mediada por la respuesta del sistema inmune ante una alta carga viral, siendo capaz de 
eliminar la infección y por lo tanto no progresen las lesiones precursoras de CC o dichas 
lesiones regresen espontáneamente (105). Se han reportado pacientes que presentaron 
una elevación de la carga viral, y posterior a esto, eliminaron la infección. 
Probablemente ésa carga alta, fue necesaria para inducir el sistema inmunológico y 
favorecer la eliminación del virus (107). Además, en estudios longitudinales,  se ha 
demostrado que en infecciones transitorias, la carga viral es mayor que en pacientes con 
infecciones persistentes (96, 101).  
 
Respecto al resto de tipos evaluados en este trabajo, no se encontró una asociación 
estadísticamente significativa entre la carga viral y la frecuencia de las lesiones 
cervicales. Estos resultados son soportados por otros autores, que han encontrado 
relaciones más claras con  respecto a las infecciones con VPH-16 (15, 18, 19, 43, 98, 
108). Sin embargo, un estudio realizado por Moberg, Gustavsson et al., reporta que 
altas cargas de VPH-16, VPH-31 y VPH-18/45, incrementan el riesgo de desarrollar 
carcinoma in situ (CIS) (21). 
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En la literatura se encuentran puntos de corte diferentes al categorizar la carga viral. Lo 
anterior se ha encontrado que depende de la técnica empleada para la cuantificación 
(PCR en tiempo real, Captura Hibrida II (HCII)) (8) y de la distribución como tal en la 
población evaluada (10, 21). En un estudio donde se evaluó la correlación clínica de las 
cargas virales de VPH-16 y VPH-18, se encontró que la carga viral de VPV-16 se 
relaciona con la severidad de las lesiones cervicales con un umbral de 3.0X106 
copias/millón de células, permitiendo realizar el diagnostico en este punto de NIC 2 
(18). Teniendo en cuenta lo anterior, en nuestro estudio, con el fin de asegurar la calidad 
de los análisis, la carga viral fue categorizada de acuerdo a la distribución percentil, y 
dejando como punto de corte entre cargas bajas y altas 106 copias.  
Considerando los altos valores de carga viral detectados (hasta 20 logs), aún después de 
estratificar por resultado de colposcopia y por tipo viral, no se lograron establecer 
puntos de corte para la carga viral, en razón de identificar mujeres con mayor riesgo de 
desarrollar lesiones cervicales; de igual manera ésta dificultad se ha presentado en otros 
estudios (12, 19, 86, 107), donde no logran establecer puntos de corte para carga altas 
predictivas de enfermedad.  
 
La importancia de este trabajo yace en el uso de una técnica reproducible, sensible y 
específica (PCR en tiempo real) para la detección y cuantificación de la carga viral 
(absoluta y normalizada) no solo para un tipo viral, sino para los 6 tipos de VPH de alto 
riesgo más frecuentes en Colombia. Además, es el primer estudio donde se incluyen 
regiones con altas prevalencias de infección por VPH, para evaluar la asociación entre 
la carga viral de VPH con la frecuencia de lesiones cervicales.  
 
Teniendo en cuenta que se trata de un estudio de corte transversal, los resultados que se 
obtuvieron, corresponden a una valoración única de la carga viral del VPH, por lo tanto 
no es posible saber si ésta puede predecir el riesgo de progresión de las lesiones y 
posterior desarrollo de CC. Sin embargo, estos resultados son consistentes con 
hallazgos reportados en estudios longitudinales (101, 102, 106, 107). Otras limitaciones 
del estudio son que se desconoce la duración de la infección de las mujeres incluidas, y 
que se contó con pocas mujeres que presentaban lesiones de alto grado, con lo cual no 
es posible generalizar los resultados a todas las lesiones precursoras de CC. Es por esto 
que estudios prospectivos en mujeres con infección por VPH que incluyan la 
determinación tipo-específica (de acuerdo a la prevalencia local) de la carga viral y 
mujeres con lesiones precursoras en diferentes grados de severidad, son necesarios para 
confirmar los resultados del presente estudio.  
 
Los hallazgos de este estudio, en conjunto con otros reportados, apoyan las nociones 
que se tienen a nivel mundial sobre la implementación de la cuantificación de la carga 
viral (como marcador de riesgo, tipo- específico para CC), además de citología, para 
mejorar y fortalecer los programas de tamización de CC, permitiendo identificar 
mujeres VPH positivas, que presentan un mayor riesgo de desarrollar lesiones 
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precursoras, y además identificar mujeres aún sin anomalías cervicales, para predecir el 






11.  CONCLUSIONES 
 
 
x Los tipos más prevalentes en la población de este estudio, fueron VPH-18, VPH-16 
en mujeres con lesiones, y en mujeres sin lesiones, además de éstos dos, VPH-31. 
 
x Aunque la distribución de la carga viral de los seis tipos de VPH evaluados, no fue 
diferente entre los dos grupos de mujeres, al analizar entre mujeres sin anormalidad, 
con LEI-BG y LEI-AG,  la carga de VPH-31 fue menor en mujeres con lesiones de 
alto grado. 
 
x Se observó un aumento en la carga viral de VPH-18 y VPH-33 proporcional al 
grado de lesión cervical, determinadas tanto por colposcopia como por biopsia. 
 
x En este estudio se identificó una asociación entre la carga viral del VPH, con la 
presencia de lesiones cervicales. Sin embargo, dicha asociación fue tipo-específica, 
puesto que fue estadísticamente significativa para los tipos VPH-16 y VPH-31. 
Encontrando una mayor asociación entre la presencia de lesiones cervicales y 
cargas virales bajas de VPH-16, y cargas altas de VPH-31. Así como estudios 
previos longitudinales han reportado, ésta asociación podría relacionarse con el 
tiempo de duración de la infección y con la respuesta del sistema inmune ante 
cargas virales altas o bajas. De ésta manera, cuantificar la carga viral podría 
mejorar el valor predictivo de la detección de VPH, aunque, el alcance de la 





12. PERSPECTVAS  
 
 
Todos los resultados del presente estudio, están consolidados en un artículo científico, 
el cual ha sido publicado en la revista BMC Cancer, el día 05 de Marzo del presente año 
(Anexo 3). 
Con la realización de este estudio, surgió interés por otros aspectos relacionados con el 
CC y la infección por VPH, que merecen ser objeto de nuevas investigaciones.  
 
En el caso de infecciones múltiples, pueden encontrarse diferentes combinaciones de 
tipos virales, unas más prevalentes que otras. Sin embargo, no se conoce si en una 
población determinada hay predominio de ciertas agrupaciones de tipos virales, como 
tampoco si factores sociodemográficos, o factores de riesgo, se asocian con una 
agrupación específica. 
 
Adicionalmente, el análisis de la dinámica de la carga viral del VPH en el tiempo, 
permitiría conocer el comportamiento de ésta, y aportar información para determinar si 
una infección por VPH persistirá o se eliminará. Conociendo la dinámica de la carga 
viral, podría establecerse su relación con el desarrollo, la presencia y la regresión de 
lesiones precursoras y CC. De ésta manera, se podría evaluar la utilidad  de la 
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 Anexo 4. Manual de codificación de variables 





Fecha ingreso al 
proyecto  FECHAING Cuestionario  DDMMAAAA . : Sin dato  Intervalo 1 
Número de historia 
clínica HC  Cuestionario  # . : Sin dato  Razón  1 
Edad EDAD Cuestionario  # . : Sin dato  Razón  1 
Edad  EDADCAT Cuestionario  1: <30 años, 2: 30-40 años, 3: >40 años . : Sin dato  Nominal  1 
Origen  ORIGEN Cuestionario  1: Bogotá , 2: Chaparral, 3: Girardot . : Sin dato  Nominal  1 
Etnia  ETNIA Cuestionario  1: Blanca, 2: Mestiza, 3: Negra, 4: Indígena, 5: Otra. . : Sin dato  Nominal  1 
Estado civil  EC  Cuestionario  
1: Soltera, 2: Unión Libre, 
3: Casada, 4: Separada, 5: 
Viuda.   
. : Sin dato  Nominal  1 
Estado civil  EC  Cuestionario  
1: Soltera, 2: Unión Libre, 
3: Casada, 4: Separada, 5: 
Viuda.   
. : Sin dato  Nominal  1 
Ingresos mensuales  ING  Cuestionario  1: ≤ SMMLV  2: > SMMLV  . : Sin dato  Nominal  1 
Nivel de escolaridad  ESCOL Cuestionario  
1: Analfabeta, 2: Primaria, 
3: Secundaria, 4: Técnica, 
5: Universitaria 
. : Sin dato  Nominal  1 
Régimen de afiliación 
a salud  REGAFILIA Cuestionario  
1: Vinculado-Subsidiado, 2: 
Contributivo-Particular . : Sin dato  Nominal  1 
Consumo de cigarrillo FUMA  Cuestionario  0: No, 1: Si.  . : Sin dato  Nominal  2 
Edad primera relación 
sexual  IRS Cuestionario  # . : Sin dato  Razón  2 
Edad primera relación 
sexual  IRSCAT Cuestionario  
1:<16 años, 2:16-19 años, 
3: >19 años . : Sin dato  Nominal  2 
Número de 
compañeros sexuales  CS Cuestionario  1: 1, 2: 2-3, 3: Más de 3. . : Sin dato  Razón  2 
Método de 
planificación PLANIF Cuestionario  
0: Sin método, 1: Barrera, 
2: Hormonal, 3: 
Inyectables, 5: Quirúrgico.  
. : Sin dato  Nominal  2 
Número de partos PARTOS Cuestionario  0: Ninguno, 1: 1-2, 2: 3-4, 3:  >4. . : Sin dato  Nominal  2 
Número de 
gestaciones  GESTA Cuestionario  
0: Ninguna, 1: 1-2, 2: 3-4, 
3:  >4. . : Sin dato  Nominal  2 
Número de Abortos  ABORTO Cuestionario  0: No, 1: Si.  . : Sin dato  Nominal  2 
Menopausia  MENOP Cuestionario  0: No, 1: Si.  . : Sin dato  Nominal  2 
Antecedente infección 
de transmisión sexual  ITS Cuestionario  0: No, 1: Si.  . : Sin dato  Nominal  2 
Resultado citología CITO 
Reporte de citología, de acuerdo 
al Sistema Bethesda:  Negativa 
para lesiones o malignidad; ASC-
US; ASC-H; LEI BG; HSIL; 
carcinoma de células escamosas, 
células glandulares atípicas; 
adenocarcinoma in situ. 
0: Normal, 1: Anormal . : Sin dato  Nominal  6 
Resultado 
Colposcopia  COLPO Reporte de colposcopia  
0: Negativo para lesiones 
intraepiteliales  o 
malignidad, 1: LEI BG, 2: 
LEI AG. 
. : Sin dato  Ordinal  6 
Lesión cervical LESION Reporte de colposcopia  0: No, 1: Si.  . : Sin dato  Nominal  6 
Resultado VPH  VPH Detección de ADN viral de al menos un tipo viral por RT-PCR. 0: No, 1: Si.  . : Sin dato  Nominal  3 
Infección VPH-16  VPH16 Detección de ADN de VPH-16 por RT-PCR   0: No, 1: Si.  . : Sin dato  Nominal  3 
Infección VPH-18  VPH18  Detección de ADN de VPH-18 por RT-PCR   0: No, 1: Si.  . : Sin dato  Nominal  3 
Infección VPH-31  VPH31 Detección de ADN de VPH-31 por RT-PCR   0: No, 1: Si.  . : Sin dato  Nominal  3 
Infección VPH-33   VPH33 Detección de ADN de VPH-33 por RT-PCR   0: No, 1: Si.  . : Sin dato  Nominal  3 
Infección VPH-45   VPH45 Detección de ADN de VPH-45 por RT-PCR   0: No, 1: Si.  . : Sin dato  Nominal  3 
Infección VPH-58  VPH58 Detección de ADN de VPH-58 por RT-PCR   0: No, 1: Si.  . : Sin dato  Nominal  3 
Coinfección  COINF Detección por RT-PCR de 2 o más tipos virales. 0: No, 1: Si.  . : Sin dato  Nominal  3 
Número de tipos 
virales identificados  NTIPOSCAT Detección por RT-PCR 1: ≤3 tipos, 2: >3 tipos . : Sin dato  Razón  3 
Número de tipos 
virales identificados  NTIPOS Detección por RT-PCR # . : Sin dato  Razón  3 
Número de copias de 
HMBS HMBS 
Número de copias cuantificadas 
por RT-PCR  # . : Sin dato  Razón  4 
Carga viral absoluta 
de VPH-16 CV16A 
Número de copias cuantificadas 





(Número de copias virales VPH-
16)/((Número de copias 
HMBS)⁄2) 
# . : Sin dato  Razón  4-5 
Carga viral absoluta 
de VPH-18 CV18A 
Número de copias cuantificadas 





(Número de copias virales VPH-
18)/((Número de copias 
HMBS)⁄2) 
# . : Sin dato  Razón  4-5 
Carga viral absoluta 
de VPH-31 CV31A 
Número de copias cuantificadas 





(Número de copias virales VPH-
31)/((Número de copias 
HMBS)⁄2) 
# . : Sin dato  Razón  4-5 
Carga viral absoluta 
de VPH-33 CV33A 
Número de copias cuantificadas 





(Número de copias virales VPH-
33)/((Número de copias 
HMBS)⁄2) 
# . : Sin dato  Razón  4-5 
Carga viral absoluta 
de VPH-45 CV45A 
Número de copias cuantificadas 





(Número de copias virales VPH-
45)/((Número de copias 
HMBS)⁄2) 
# . : Sin dato  Razón  4-5 
Carga viral absoluta 
de VPH-58 CV58A 
Número de copias cuantificadas 





(Número de copias virales VPH-
58)/((Número de copias 
HMBS)⁄2) 
# . : Sin dato  Razón  4-5 
Carga viral absoluta 
total 
CVA 
(Suma de cargas absolutas de 
tipos detectados)/(Número de 
tipos virales detectados) 




(Suma de cargas normalizadas de 
tipos detectados)/(Número de 
tipos virales detectados) 
# . : Sin dato  Razón  4-5 
Carga viral absoluta 
VPH-16 categorizada 
CVA16CAT Número de copias cuantificadas por RT-PCR  
0: negativa ≤ 0, 1: baja 0 
<CV≤ 5.86 copias, 2: alta  
> 5.86 copias. 
. : Sin dato  Nominal  
5-6 
Carga viral absoluta 
VPH-18 categorizada 
CVA18CAT Número de copias cuantificadas por RT-PCR  
0: negativa ≤ 0, 1: baja 0 
<CV≤ 5.95 copias, 2: alta  
> 5.95 copias. 
. : Sin dato  Nominal  
5-6 
Carga viral absoluta 
VPH-31 categorizada 
CVA31CAT Número de copias cuantificadas por RT-PCR  
0: negativa ≤ 0, 1: baja 0 
<CV≤ 5.14 copias, 2: alta  
> 5.95 copias. 
. : Sin dato  Nominal  
5-6 
Carga viral absoluta 
VPH-33 categorizada 
CVA33CAT Número de copias cuantificadas por RT-PCR  
0: negativa ≤ 0, 1: baja 0 
<CV≤ 4.60 copias, 2: alta  
> 5.14 copias. 
. : Sin dato  Nominal  
5-6 
Carga viral absoluta 
VPH-45 categorizada 
CVA45CAT Número de copias cuantificadas por RT-PCR  
0: negativa ≤ 0, 1: baja 0 
<CV≤ 5.98 copias, 2: alta  
> 5.98 copias. 
. : Sin dato  Nominal  
5-6 
 
Abreviaciones : SMMLV: salario mínimo mensual legal vigente; ASC-US: atypical squamous cells of undetermined significance (células 
escamosas atípicas de significado incierto); ASC-H:  atypical squamous cells cannot exclude HSIL (células escamosas atípicas sugestivas 
de alto grado); LEI-BG:  lesión intraepitelial escamosa de bajo grado; LEI-AG: lesión intraepitelial de alto grado; VPH: virus de papiloma 
humano; HMBS: hydroxymethylbilane synthase; RT-PCR: real time polymerase chain reaction; CV: carga viral.
Carga viral absoluta 
VPH-58 categorizada 
CVA58CAT Número de copias cuantificadas por RT-PCR  
0: negativa ≤ 0, 1: baja 0 
<CV≤ 5.97 copias, 2: alta  
> 5.97  copias. 
. : Sin dato  Nominal  
5-6 
Carga viral absoluta 
total categorizada 
CVACAT Número de copias cuantificadas por RT-PCR  
0: negativa ≤ 0, 1: baja 0 
<CV≤ 5.94 copias, 2: alta  
> 5.94 copias. 
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Abstract
Background: Analysing human papillomavirus (HPV) viral load is important in determining the risk of developing
cervical cancer (CC); most knowledge to date regarding HPV viral load and cervical lesions has been related to HPV-16.
This study evaluated the association between the viral load of the six most prevalent high-risk viral types in Colombia
and cervical intraepithelial neoplasia (CIN) frequency.
Methods: 114 women without CIN and 59 women having CIN confirmed by colposcopy, all of them positive by
conventional PCR for HPV infection in the initial screening, were included in the study. Samples were tested for six
high-risk HPV types to determine viral copy number by real-time PCR. Crude and adjusted odds ratios (ORa) were estimated
for evaluating the association between each viral type’s DNA load and the risk of cervical lesions occurring.
Results: The highest viral loads were identified for HPV-33 in CIN patients and for HPV-31 in patients without lesions (9.33
HPV copies, 2.95 interquartile range (IQR); 9.41 HPV copies, 2.58 IQR). Lesions were more frequent in HPV-16 patients having a
low viral load (3.53 ORa, 1.16–10.74 95%CI) compared to those having high HPV-16 load (2.62 ORa, 1.08–6.35 95%CI). High
viral load in HPV-31 patients was associated with lower CIN frequency (0.34 ORa, 0.15–0.78 95%CI).
Conclusions: An association between HPV DNA load and CIN frequency was seen to be type-specific and may have
depended on the duration of infection. This analysis has provided information for understanding the effect of HPV DNA load
on cervical lesion development.
Keywords: Cervical intraepithelial neoplasia, HR-HPV, HPV DNA load, RT-PCR
Background
The main factor for developing cervical cancer (CC) lies
in persistent infection by at least one viral type of high-
risk human papillomavirus (HR-HPV). Fifteen types of
HR-HPV have been described, 99.7% being associated
with cases of CC and/or cervical intraepithelial neoplasia
(CIN) [1-3]. However, some host and virus related fac-
tors modulate such association, i.e. HPV viral load [4,5].
Researchers have thus become interested in HPV viral
load. Its association with infection duration has already
been described [6,7]. Prior studies have determined the
association between viral load and CC severity, progres-
sion and development, whilst others have found that the
amount of HPV DNA increases proportionally with le-
sion severity and can even be detected before cervical le-
sions develop [8-11]. However, other studies have found
no such association [12-14].
As HPV-16 is the viral type most associated with cases
of CC (50%–70%) [3,5], most knowledge concerning
HPV viral load and CC has been based on HPV-16.
Studies, which have included other HR-HPV types, have
not led to comparable results regarding those obtained
for HPV-16 [15,16].
The real-time polymerase chain reaction (RT-PCR)
has been widely used and described in detecting and
typing HPV, as well as quantifying a broad range of viral
copies and normalising viral load according to the
amount of human DNA, having high reproducibility,
sensitivity, specificity and yield [13,17]. It was thus consid-
ered that it would provide a suitable approach for
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measuring HPV viral load, thereby facilitating investigating
the role of HR-HPV viral load in developing CC [10,12,18].
The present study was thus aimed at using RT-PCR
for determining the association between HPV viral load
and the presence of CIN for six HR-HPV types, which
have been previously reported as having the greatest
prevalence in Colombia [19]. It was thus expected to
contribute towards knowledge regarding the parameters
leading to identifying HPV positive women having a
higher risk of developing cervical lesions.
Methods
Study population and ethical considerations
Women eligible for the present study were voluntarily
attending their cervical screening consultations between
April 2007 and March 2010 in three Colombian regions
(Girardot, Chaparral and Bogotá). Bogotá (the capital of
Colombia) has the highest percentage of inhabitants, be-
ing mainly an urban population. Girardot is a city lo-
cated in the Cundinamarca department which has
focused its economy on the tourist sector due to its cli-
mate and infrastructure. The city of Chaparral (Tolima
department) was included in the study as it is located in
Colombia’s coffee-growing region and is also known for
ecotourism. Girardot and Chaparral were grouped to-
gether in the “other city” category to improve the quality
of the present study’s statistical analysis.
All the women signed a written informed consent
form and completed a questionnaire regarding their
sociodemographic characteristics, sexual behaviour and
risk factor data before undergoing a gynaecological
examination and providing a cervical smear. Samples
were analysed using the Papanicolaou test and HPV
DNA detection. Colposcopy and biopsy were performed in
accordance with current Colombian screening programme
guidelines, thereby establishing that women having normal,
satisfactory cytology would continue following the 1-1-3
scheme, meaning that they should have a new control in a
year’s time and, if this continued being normal, in three
year’s time. However, colposcopy would be required when
cytology was abnormal and, in case colposcopy was abnor-
mal, samples would then be taken for pathology study, as in
this study, for diagnosing CIN 1 and CIN 2+ [20]. Colpos-
copy and biopsy were also carried out for women having
normal cytology but who were positive for HPV by conven-
tional PCR, as previous studies have reported an increased
risk of CIN 2+ development in women having normal cy-
tology when they are HPV positive [21]. Due to biopsy not
being taken from women having negative colposcopy,
complete or satisfactory colposcopy (squamocolumnar
junction completely visible), evaluation of the transform-
ation area, having normal vascularisation and squamous,
cylindrical epithelia without alterations were taken as
criteria for guaranteeing the absence of lesions [22].
Colposcopy was chosen as the best method for defin-
ing the presence or absence of cervical lesions, as pre-
vious studies have found that colposcopy has a good
correlation with histological results [23] and it re-
mains the standard for detecting cervical lesions until
new methods can be applied; in addition, cervical cy-
tology has been reported worldwide as having variable
sensitivity for detecting pre-neoplastic lesions and is
considered a screening method which identifies
women at risk of developing CC who must then be
submitted to definitive diagnostic methods (colpos-
copy and biopsy) [20,24-26]. Women who had both a
colposcopy result and HPV DNA detected by conven-
tional PCR were thus included. Women were excluded in
whom there was no amplification of the Homo sapiens
hydroxymethylbilane synthase (HMBS) gene (Gene ID:
3145) by RT-PCR and those having an insufficient sample
for analysis (Figure 1).
Figure 1 Flowchart of the studied population. *Inclusion criteria:
women who had both a colposcopy result and HPV DNA detected
by conventional PCR. RT-PCR: real-time polymerase chain reaction;
HMBS: hydroxymethylbilane synthase gene; HR-HPV: high-risk human
papillomavirus; CIN: cervical intraepithelial neoplasia; CIN 1: cervical
intraepithelial neoplasia 1; CIN 2+: cervical intraepithelial neoplasia 2
or 3.
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This study was supervised and approved by each insti-
tution’s Ethics Committee as follows: Fundación Insti-
tuto de Inmunología de Colombia’s Ethics Committee
and the Ethics Committee of the Nuevo Hospital San
Rafael E.S.E, Girardot, the Hospital San Juan Bautista de
Chaparral E.S.E. Bioethics Committee and Hospital de
Engativá (level II) Ethics Committee.
HPV DNA collection, processing and detection by
conventional PCR
Genomic DNA from cervical samples (stored at 4°C, in
95% ethanol) taken from HR-HPV 16, 18, 31, 33, 45 and
58 patients, which had been previously confirmed by
conventional PCR (proving positive for at least one of
the following previously described primers: GP5+/6+,
MY09/11 or pU1M/2R) [27], was extracted using a
Quick Extract DNA Extraction Solution kit (Epicentre,
Madison, WI), according to the manufacturer’s recom-
mendations. The samples were homogenised in 200 μL
lysis buffer and incubated at 65°C for 6 minutes and
then at 92°C for 2 minutes. The samples were then spun
at 13,000 rpm for 10 minutes and the supernatant was
stored at −20°C until use.
Viral load quantification by RT-PCR
The methodology used in this study has already been de-
scribed in detail in a previous article by our group [28].
Briefly, specific primers for each viral type and for
HMBS were synthesised according to a study published
by Moberg et al. [13]. The probes for each viral type and
HMBS were designed, taking into account the types in-
cluded in each reaction. Four parallel duplex real-time
PCRs per patient were carried out (Table 1).
The cervical samples processed and identified as being
HPV-positive by conventional PCR were used as tem-
plate in PCR reactions for each fragment. The amplicons
so obtained were purified with a Wizard PCR preps kit
(Promega), once their quality has been evaluated on
3.25% agarose gel. A TOPO TA cloning kit was used for
ligation, followed by transformation in TOP10 E. coli
cells (Invitrogen). Several clones were incubated in LB
broth and kept overnight (250 rpm at 37°C). Recombin-
ant plasmids were purified using an UltraClean mini
plasmid prep kit (MO BIO laboratories, California, USA)
and sequenced using an automatic ABI PRISM 310 Gen-
etic Analyser (PE Applied Biosystems, California, USA).
Each insert’s integrity was checked by aligning the prod-
ucts with the respective theoretical sequenced fragments
from each gene using Clustal W software [29].
Real-time PCR
Standardised RT-PCR assays with 10-fold serial plasmid
dilutions (1011-106copies) (using known DNA concen-
tration and copy number) gave a standard curve for each
viral type and the HMBS gene. CFX96 Touch RT-PCR
detection system was used for analysis. Samples were
tested for HPV-16, HPV-18, HPV-31, HPV-33, HPV-45
and HPV-58. The human HMBS gene was amplified in
all samples to verify DNA integrity and determine viral
copy number per cell. Four RT-PCR reactions were carried
out per sample: HPV-16, HPV-18 and -31, HPV-33 and -45
and HPV-58 and HMBS. RT-PCR reaction conditions and
protocols have been described previously [28].
Each run was performed in 96-well plates, including 6
standards for each viral type and HMBS, involving 10-
fold plasmid dilutions (1011–106 copy dynamic detection
range) and a no template control to rule out DNA
contamination.
The viral load was normalised to cellular DNA input
using a previously described formula (Equation 1) [15].
Absolute and normalised viral loads were both log10
transformed.
Normalised viral load formula
HPV DNA load HPV copies=cellð Þ
¼ Number of HPV copies
Number of HMBS copies=2ð Þ ð1Þ
Statistical analysis
Sample size was calculated using the difference of pro-
portions test for high viral load between women having
and without cervical lesions (0.42 and 0.052 respectively)
[8,30]; 0.05 significance, 90% statistical power and a 1:2
ratio between both groups were established. This meant
that at least 23 women with lesions and 46 women with-
out them were required for the study. Based on the
availability of women without CIN, two women without
cervical lesions reported by colposcopy were matched to
each woman with CIN by age (within 5 years) and date
of enrolment. As only a limited amount of women had
Table 1 The probes and quenchers used for real-time
polymerase chain reaction
Test Viral type Size (bp) Probe Quencher
Reaction 1 HPV-16 78 FAM ZEN/IBFQ
Reaction 2 HPV-18 80 Cy5 IBRQ
HPV-31 78 HEX ZEN/IBFQ
Reaction 3 HPV-33 78 FAM ZEN/IBFQ
HPV-45 76 Cy5 IBRQ
Reaction 4 HPV-58 109 HEX ZEN/IBFQ
HMBS 76 FAM ZEN/IBFQ
Four parallel duplex real-time PCRs were performed per patient. Probe design
for each viral type and HMBS was adjusted based on the types included in
each reaction.
HPV: human papillomavirus; FAM: 6-carboxyfluorescein; Cy5: FluoroLink mono
reactive dye Cy5; HEX: hexachlorofluoresceine; HMBS: hydroxymethylbilane
synthase; ZEN/IBFQ: ZEN and Iowa Black FQ; IBRQ: Iowa Black RQ.
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CIN 2+ or high-grade squamous intraepithelial lesions
(CIN 2+, according to The Bethesda System (TBS)), CIN
category was established which included women having
CIN 2+ and women with CIN 1 or low-grade squamous
intraepithelial lesions (CIN 1, according to TBS) [31,32]
to improve the quality of the present study’s statistical
analysis.
Analysis was based on type-specific HPV infection ra-
ther than on individual women, taking into account that
multiple infection is common in the Colombian popula-
tion [19].
Categorical variable differences between groups were
assessed by Chi-squared test or Fisher’s test, as appropri-
ate, using a 0.05 significance level. Median and interquar-
tile ranges (IQR) were used for quantitative variables,
according to the data distribution.
HPV DNA load distribution between women accord-
ing to colposcopy and biopsy results was analysed by the
Mann–Whitney U test or Kruskal Wallis test, depending
on the number of groups to be compared. Both absolute
HPV DNA load and normalised HPV DNA load were
analysed. Absolute viral load was categorised according
to percentile distribution in both groups of patients as
follows: negative ≤ 0, low 0 < VL ≤105 HPV copies and
high >105 HPV copies (to ensure better quality analysis).
Considering that women with CIN were paired with
women without CIN by age and date of entering the
study, conditional logistic regression was used for asses-
sing the association between the HPV DNA load for
each viral type and cervical lesion frequency according
to colposcopy results. This analysis was not done taking
the presence of biopsy-defined cervical lesions as out-
come, as histology results were not available for all pa-
tients included in the study. Crude odds ratio (OR) and
adjusted OR with their 95% confidence intervals (CI)
were estimated, taking control variables into account,
such as origin, ethnicity, age on starting to have sexual
relations and the number of infecting HPV types. Hy-
pothesis testing involved a two-tailed test (0.05 signifi-
cance); STATA 10 was used for all statistical analysis.
Results
180 patients fulfilled the inclusion criteria; 7 of them
were excluded from statistical analysis, as their HMBS
gene could not be amplified. This meant that 114
women were classified as negative for intraepithelial le-
sions (92.98% having normal cytology) and 59 women
having CIN identified by colposcopy (56 women having
CIN 1 and 3 having CIN 2+) were included in the ana-
lysis (Figure 1).
According to the diagnostic algorithm, a biopsy was
taken from 59 women having colposcopy-defined cer-
vical lesions; however, results were only obtained for 45
women as the samples taken for pathology regarding the
remaining 14 women were unsatisfactory or had been
lost. 23.73% (n = 14) of the women had confirmation of
CIN 1 by biopsy (only one woman with CIN 2+ was
found). Two of the CIN 2+ women detected by colpos-
copy had CIN 1 by biopsy.
Regarding women with CIN, median age was 40 years
old (14 years IQR) and 41.5 years old (13 years IQR) in
women without CIN. Most women participating in the
study came from the city of Girardot (60.69%; n = 105);
76.19% (n = 80) of these women were negative for le-
sions. 95.95% of the women in the study were mestizos
(n = 166) and the remaining percentage (4.05%) was
made up of indigenous, white and black women. The
distribution of socio-demographic characteristics and
risk factors associated with CC and the detection of
HPV infection was compared between both groups
(those with CIN and those without it), significant differ-
ences being found regarding origin (p < 0.05) (Table 2).
Overall, 91.91% (n = 159) of the sample proved positive
for the detection of HPV by RT-PCR, i.e. 93.22% (n = 55)
of women with CIN (92.86% positive from the group
having CIN 1 and 100% positive from the group having
CIN 2+) and 91.23% (n = 104) of women without lesions.
79.24% (n = 126) of all infected women were infected by
more than one viral type; this was observed in 81.82%
(n = 45) of women with CIN and 77.88% (n = 81) of
women negative for lesions. Simultaneous infection was
more frequent concerning 2 high-risk viral types in
women without lesions (n = 29; 27.88%) and 3 types in
women with cervical lesions (n = 19; 34.54%). The most
frequently encountered viral types were HPV-18 and
HPV-16 in multiple infections, in both groups.
The type-specific distribution revealed HPV-18 as be-
ing most frequent in both groups (69.49% in women
having CIN and 66.66% in women without CIN),
followed by HPV-16 (57.63%) and HPV-45 (38.98%) in
women having lesions and HPV-16 (45.61%), HPV-31
(45.61%) and HPV-45 (38.60%) in women proving nega-
tive for lesions. HPV-33 had the lowest infection fre-
quency in both groups.
Higher high viral load was recorded concerning HPV-
18, HPV-16 and HPV-33 infection in women with CIN,
whilst high viral load was most frequent in HPV-31,
HPV-45 and HPV-58 infection in women without le-
sions (Table 3).
Figures 2 shows absolute (A) and normalised (B) viral
load distribution for each HR-HPV type, comparing both
groups of women. It is worth stating that HPV-31 (in
women without CIN) and HPV-33 (in women having
CIN) were the HR-HPV viral types having the highest
absolute viral load (median = 9.41 (2.58 IQR) HPV copies
for HPV-31 and median = 9.33 (2.94 IQR) HPV copies
for HPV-33) whilst HPV-58 infection had the lowest
absolute viral load in both groups of women. The
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Table 2 The distribution of socio-demographic characteristics and risk factors
Characteristic Categories n % With CIN (n = 59) Without CIN (n =114) p
n % n %
Age, years <30 29 16.76 11 18.64 18 15.79 0.493
30–40 54 31.21 21 35.59 33 28.95
>40 90 52.02 27 45.76 63 55.26
Origin Bogotá 65 37.57 32 54.24 33 28.95 0.001
Other city 108 62.43 27 45.76 81 71.05
Ethnicity Other 7 4.05 3 5.08 4 3.51 0.691
Mestizo 166 95.95 56 94.92 110 96.49
Average monthly income* ≤ minimum 155 89.06 53 89.83 102 89.47 0.942
>minimum 18 10.40 6 10.17 12 10.53
Educational level No schooling 1 0.58 1 1.69 0 0.00 0.094
Primary 82 47.40 22 37.29 60 52.63
Secondary 74 42.77 28 47.46 46 40.35
Technical 10 5.78 6 10.17 4 3.51
Graduate 6 3.47 2 3.39 4 3.51
Marital status Single 17 9.83 4 6.78 13 11.40 0.673
Married 20 11.56 7 11.86 13 11.40
Divorced 8 4.62 4 6.78 4 3.51
Living with partner 126 72.83 43 72.88 83 72.81
Widow 2 1.16 1 1.69 1 0.88
Healthcare scheme affiliation Subsidised- linked 159 91.91 52 88.14 107 93.86 0.191
Contributory-private 14 8.09 7 11.86 7 6.14
Smoker No 146 84.39 49 83.05 97 85.09 0.726
Yes 27 15.61 10 16.95 17 14.91
Age at first intercourse, years <16 41 23.70 10 16.95 31 27.19 0.133
≥16 132 76.30 49 83.05 83 72.81
Lifetime number of sexual partners 1 72 41.62 26 44.07 46 40.35 0.868
2–3 84 48.55 27 45.76 57 50.00
>3 17 9.83 6 10.17 11 9.65
Contraceptive method None 65 37.57 19 32.20 46 40.35 0.697
Surgery 52 30.06 15 25.42 22 19.30
Hormonal 19 10.98 18 30.51 34 29.82
Barrier 37 21.39 7 11.86 12 10.53
Pregnancies None 4 2.31 1 1.69 3 2.63 0.326
1–2 76 43.93 28 47.46 48 42.11
3–4 74 42.77 27 45.76 47 41.23
>4 19 10.98 3 5.08 16 14.04
Abortions None 82 47.40 27 45.76 55 48.25 0.818
1 68 39.31 25 42.37 43 37.72
≥2 23 13.29 7 11.86 16 14.04
STD No 137 79.19 47 79.66 90 78.95 0.913
Yes 36 20.81 12 20.34 24 21.05
Values in bold = p < 0.05.
*The minimum average monthly income (2014 rate) would be roughly US $300.
p = p value; CIN: cervical intraepithelial neoplasia; STD: sexually transmitted disease.
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range of values for normalised viral load was lower
than for absolute (up to 108 HPV copies). The highest
absolute viral load was detected for HPV-31 in women
with CIN (1022 HPV copies) and highest normalised
viral load for HPV-33 in women without CIN. No sta-
tistically significant differences were observed regard-
ing viral load distribution (absolute and normalised)
for each HR-HPV type in either group of patients.
The three patients having CIN 2+ were positive for
HR-HPV; HPV-18 and HPV-31 were detected in two of
them, whilst the other one was positive for HPV-18,
HPV-16 and HPV-45. Even though women having CIN
2+ had a higher viral load (normalised for HPV-18 and
absolute for HPV-16) than women having CIN 1, the
differences in viral load distribution were not statistically
significant. However, normalised viral load for HPV-31
was greater in women negative for cervical lesion and
having CIN 1 compared to women having CIN 2+ (mar-
ginal significance, i.e. p = 0.052).
The distribution of viral load was also analysed for
each HR-HPV type, according to biopsy result. Similar
results were found to those with colposcopy (i.e. higher
absolute viral loads in women having a severer degree of
lesion); and for some types (HPV-31, HPV-33 and HPV-
58) higher normalised viral loads; however, the differ-
ences were not statistically significant due to the amount
of women analysed (Table 4).
Crude and adjusted odds ratios (OR) were calculated for
estimating the magnitude of absolute viral load association
with CIN for each viral type. The conditional logistic re-
gression model revealed that HPV-16 infection was signifi-
cantly associated with greater frequency regarding cervical
lesions. However, lesions occurred more frequently in the
group of women having low viral load for HPV-16 (0 <
VL ≤ 5.86 HPV copies) than in women having a high load
(>5.86 HPV copies), (3.53 ORa, 1.16–10.74 95%CI; 2.63
ORa, 1.09–6.36 95%CI, respectively). It was also found that
CIN frequency was lower in women having HPV-31 and
high viral load (>5.14 HPV copies; 0.34 ORa, 0.15–0.78
95%CI). No significant associations were obtained for the
other viral types with the presence of CIN (Table 5).
Discussion
This study involved using RT-PCR; this enabled type-
specific evaluation of the viral load of the most frequently
occurring oncogenic types in Colombia (HPV-16, -18, -31,
-33, -45 and -58) [19] for determining each type’s associ-
ation with precursor lesions of CC. As the method has
high sensitivity, specificity and has a broad dynamic range
of viral detection (up to 1022 HPV copies) this provided
the best approach for this study [12,13,16,18,33].
More HPV infections were found in women having
CIN in our sample, amongst whom all women having
CIN 2+ were HPV positive. The foregoing was consistent
with the fact that almost 99.7% of CC cases are associated
with HPV [1]. Previous studies have demonstrated that
HPV prevalence in women having CIN is high, propor-
tionally increasing as lesion severity increases [30,34,35].
The prevalence found here was greater than that reported
in the literature (100% in CIN 2+, 92.86% in CIN 1 and
91.23% in women without CIN). Women were included in
this study who had been previously identified as HPV
positive using conventional PCR; this explained the high
prevalence of HPV when using RT-PCR in women with-
out lesions. However, variable infection prevalence in
women without CIN has been found worldwide (mean =
12.6%) [35,36].
Multiple infection frequency has been variable (16.3%–
55%) in previous reports concerning women having le-
sions [35]; up to 3.4% infection by multiple types of HR-
HPV has been described in women without lesions [37].
The present study revealed more multiple infections (in
both the general population and women having CIN and
those without them) regarding previous reports world-
wide, but similar to that previously reported in Colombia
[27,38]. However, RT-PCR was used which has high
Table 3 Type-specific HR-HPV viral load distribution by category
HPV
type
n % With CIN (n = 59) Without CIN(n = 114) p
Negative Low viral load High viral load Negative Low viral load High viral load
n % n % n % n % n % n %
HPV-16 86 49.71 25 42.37 12 20.34 22 37.29 62 54.39 13 11.40 39 34.21 0.186
HPV-18 117 67.63 18 30.51 10 16.95 31 52.54 38 33.33 18 15.79 58 50.88 0.928
HPV-31 71 41.04 40 67.80 1 1.69 18 30.51 62 54.39 3 2.63 49 42.98 0.257
HPV-33 14 8.09 54 91.53 0 0.00 5 8.47 105 92.11 1 0.88 8 7.02 0.846
HPV-45 67 38.73 36 61.02 9 15.25 14 23.73 70 61.40 10 8.77 34 29.82 0.366
HPV-58 56 32.37 42 71.19 7 11.86 10 16.95 75 65.79 16 14.04 23 20.18 0.772
HR-HPV* 159 91.91 4 6.78 8 13.56 47 79.66 10 8.77 12 10.53 92 80.70 0.777
HPV DNA load: categorised as ≤ 0 = negative. 0 < VL ≤ 105 HPV copies = low viral load. >105 HPV copies = high viral load.
*HR-HPV: high risk-human papillomavirus, infection by at least one high-risk viral type from the 6 analysed here.
HPV: human papillomavirus; CIN: cervical intraepithelial neoplasia; p = p value.
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Figure 2 Distribution of viral load for 6 HR-HPV types in both groups of patients. A. Absolute viral load. B Normalised viral load. The
dotted line indicates the median; the box represents the interquartile range (IQR). The whiskers extending from the boxes are the upper and
lower limits. Diamond markers represent extreme values. No statistically significant differences were observed regarding DNA load distribution of
each HPV type between both groups of patients (Mann–Whitney U test). CIN: cervical intraepithelial neoplasia.
Table 4 Distribution of 6 HR-HPV types’ viral load regarding biopsy results
Viral type Negative (n = 28) CIN 1 (n = 16) CIN 2+ (n = 1)
% (n) Viral load, median (IQR) % (n) Viral load, median (IQR) % (n) Viral load, median (IQR)
Absolute Normalised* Absolute Normalised* Absolute Normalised*
HPV-16 66.67 (22) 6.42 (1.69) 1.79 (0.54) 57.89 (11) 6.77 (3.04) 1.69 (0.64) 0 n/a n/a
HPV-18 66.67 (22) 6.29 (1.34) 1.84 (0.51) 68.42 (13) 6.61 (2.28) 1.67 (1.79) 100 (1) 7.02 (n/a) 2.07 (n/a)
HPV-31 30.30 (10) 8.51 (1.90) 2.39 (0.38) 31.58 (6) 9.69 (6.00) 3.50 (2.17) 0 n/a n/a
HPV-33 3.03 (1) 6.75 (n/a) 1.98 (n/a) 10.53 (2) 8.48 (1.70) 2.37 (2.06) 100 (1) 10.57 (n/a) 3.13 (n/a)
HPV-45 51.52 (17) 6.13 (2.95) 1.79 (1.00) 42.11 (8) 6.24 (1.17) 1.61 (0.80) 0 n/a n/a
HPV-58 21.21 (7) 5.93 (3.89) 2.14 (2.35) 36.84 (7) 6.12 (0.34) 1.75 (0.28) 0 n/a n/a
HR-HPV** 94.34 (31) 6.37 (1.20) 2.06 (0.63) 94.74 (18) 6.77 (2.97) 2.12 (1.37) 100 (1) 8.80 (n/a) 2.60 (n/a)
Absolute and normalised viral loads were both log10 transformed.
*HPV copies/cell = number of HPV copies/(number of HMBS copies/2).
**HR-HPV: high risk-human papillomavirus, infection by at least one high-risk viral type from the 6 analysed here.
HPV: human papillomavirus; CIN: cervical intraepithelial neoplasia; CIN 1: cervical intraepithelial neoplasia 1; CIN 2+: cervical intraepithelial neoplasia 2 or 3; n/a:
not applicable.
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sensitivity and allows small amounts of viral DNA to be
detected, compared to other methods [13,18]. This has
been previously demonstrated by studies carried out involv-
ing RT-PCR which have reported high multiple infection
frequency [39,40]. Such differences regarding co-infection
prevalence reported in various studies might have been due
to their design, sample size, the HPV detection methods
used and the population being studied (geographic, demo-
graphic and clinical factors) [37].
HPV-18 and HPV-16 occurred most frequently in the
present study, followed by HPV-45 and HPV-58. Differ-
ences concerning type-specific prevalence have been re-
ported according to geographic and demographic factors
[3,35]. It is worth noting that the two most common
types found here are responsible for the 70% of cases of
CC [41] and that the HPV genotypes evaluated in this
study have been reported amongst the 8 HR-HPV types
most frequently occurring around the world, in both
women without lesions and women with CC [2,3,35].
Absolute viral load was highest in women having CIN
compared to women without lesions determined by both
colposcopy and biopsy; an increase in the viral load was
observed for HPV-18 and HPV-33 proportional to the
degree of injury. The foregoing was consistent with pre-
vious studies which have revealed the effect of viral load
on developing CC. Most HPV-16 studies have found that
viral load has increased in relation to the degree of cer-
vical lesion severity [8-11,15,16,42].
An association between viral load and cervical lesion
frequency (as assessed by colposcopy) was observed in
this study just for HPV-16 and HPV-31. The present
study’s results highlighted the fact that women having
low HPV-16 load (<5.86 HPV copies) had higher cervical
lesion frequency. Such results agreed with those from a
study by Manawapat, Stubenrauch et al., [43] which
showed that women having persistent HPV-16 infection
had lower viral load than those who had a transient in-
fection (4.72 copies/cell cf 20 copies/cell; p = 0.0003). It
has been found recently that low viral load was charac-
teristic of intermittently detected persistent infection
[44]. Reduced viral load has been described in women
having CIN; this has been explained by HPV genome in-
tegration associated with down-regulation of viral DNA
synthesis, thereby affecting immune system activation
and thus reducing the probability of infection being
eliminated [43,45-47]. Accordingly, a long period of
Table 5 Conditional logistic regression model
HPV type Viral load With CIN / without CIN Crude OR (95%CI) Adjusted OR* 95%CI
HPV-16 Negative 25/62 Reference
0 < VL ≤ 5.86 12/13 2.19 (0.88–5.43) 3.53 1.16–10.74
5.86 < VL 22/39 1.27 (0.64–2.50) 2.63 1.09–6.36
HPV-18 Negative 18/38 Reference
0 < VL ≤ 5.95 10/18 1.14 (0.45–2.89) 1.72 0.52–5.69
5.95 < VL 31/58 1.06 (0.52–2.17) 1.77 0.68–4.63
HPV-31 Negative 40/62 Reference
0 < VL ≤ 5.14 1/3 0.52 (0.04–6.29) 0.15 0.01–2.26
5.14 < VL 18/49 0.60 (0.32–1.14) 0.34 0.15–0.78
HPV-33 Negative 54/105 Reference
0 < VL ≤ 4.60 0/1 0.00 (0 - .) 0 0 - .
4.60 < VL 5/8 1.43 (0.45–4.50) 1.67 0.44–6.28
HPV-45 Negative 36/70 Reference
0 < VL ≤ 5.98 9/10 1.53 (0.60–3.92) 2.94 0.92–9.44
5.98 < VL 14/34 0.79 (0.38–1.67) 1.13 0.43–2.96
HPV-58 Negative 42/75 Reference
0 < VL ≤ 5.97 7/16 0.83 (0.32–2.11) 0.73 0.23–2.31
5.97 < VL 10/23 0.83 (0.37–1.83) 0.86 0.35–2.12
HR-HPV** Negative 4/10 Reference
0 < VL ≤ 5.94 8/12 1.73 (0.40–7.47) 1.01 0.23–4.50
5.94 < VL 47/92 1.18 (0.35–4.00) 1.39 0.25–7.81
Values in bold = p < 0.05.
*Adjusted for origin, ethnicity, age at first intercourse and number of viral types.
**HR-HPV: high-risk-human papillomavirus, infection by at least one high-risk viral type from the 6 analysed here (viral load = sum of viral loads of HPV types detected/
number of HPV types detected.
HPV: human papillomavirus; CIN: cervical intraepithelial neoplasia; VL: viral load; OR: odds ratio.
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latency accompanied by low viral load would probably
be observed, representing a greater risk for infection per-
sistence and lesion progression [48].
Contrary to our findings regarding HPV-16 viral load,
the present study found that a high HPV-31 load (>5.14
HPV copies) was associated with lower cervical lesion fre-
quency. As mentioned previously regarding HPV-16 re-
sults, it has been shown that viral load has been greater in
transitory infections regarding patients having persistent
infection [43]. This agreed with the finding that clearance
of HPV-16 infection has been preceded by a transient viral
load peak or a plateau phase [33]; such high load was
probably necessary for the immunological system to be-
come induced, thereby favouring HPV elimination. Ac-
cording to the above, HPV-31 infections are probably
transitory and such association is mediated by an immune
system response to high viral load which can eliminate the
infection and thus CC precursor lesions do not progress
or such lesions regress spontaneously [47].
Regarding the other viral types (HPV-18, -33, -45
and -58), no association was found between viral load
and cervical lesion frequency; such result was sup-
ported by data from other authors [14-16,42,49,50].
However, a study by Moberg, Gustavsson et al., found
that high HPV-16, HPV-31 and HPV-18/45 viral load
increased the risk of developing carcinoma in situ
(CIS) [51].
The pertinent literature gives different cut-off points
when categorising viral load, depending on the quantifi-
cation technique used (RT-PCR, Hybrid Capture II
(HCII)) [8] and distribution in a particular population
being evaluated [9,51]. A study which evaluated the clin-
ical significance of HPV-16 and -18 viral loads deter-
mined that HPV-16 viral load was related to cervical
lesion severity, having a 3.0×106 copies/million cells
threshold, this being highly specific for grade 2 diagnosis
[15]. Taking the foregoing into account, viral load was
categorised in the present study according to percentile
distribution, leaving 106 copies as cut-off point for en-
suring analysis quality.
It is worth stressing that this technique managed to
detect a broad range of viral load, even after stratifying
by colposcopy result and viral type. However, this ham-
pered establishing viral load cut-off points to enable
identifying women at greater risk of developing cervical
lesions; previous studies have also experienced such dif-
ficulty [12,16,33].
This work’s value lies in it being a study where a re-
producible, sensitive and specific technique (i.e. RT-
PCR) was used for detecting and quantifying viral load
(absolute and normalised) not just for one viral type but
for the 6 most frequently occurring high-risk HPV types
described to date in Colombia. Besides, this is the first
study carried out in Colombia which has included
women from regions having high HPV infection preva-
lence and which was aimed at evaluating the association
between HPV viral load and cervical lesion frequency.
This study’s results were obtained from a single evalu-
ation of HPV viral load; this means that predicting the
risk of lesion progression and developing CC later on
cannot be ascertained from this. However, it can be
stated that our results were consistent with some find-
ings reported in longitudinal studies [33,43,44,48]. The
infection duration time of the women included in this
study was also unknown; HPV-16 might thus have been
greater in women having CIN and lower in HPV-31
women. Another limitation of this study was the low
number of women having CIN 2+ which hindered gen-
eralising the results to all CC precursor lesions. An ana-
lysis of HPV viral load dynamics could thus be more
reliable and provide more information for estimating
whether HPV infection will worsen or clear and predict-
ing the development of CC or cervical lesions. Prospect-
ive studies on women having HPV infection which
would include type-specific determination (according to
local prevalence) of viral load and women having cer-
vical lesions with different degrees of severity are thus
needed for confirming our results.
Conclusions
A significant association was found in this study, low
HPV-16 and high HPV-31 viral loads were associated
with higher CIN frequency; this might have been related
to infection duration and immune system response.
HPV infection’s effect on developing CC is influenced by
viral load, meaning that measuring load could improve
the predictive value of HPV detection; however, the
scope of quantification depends on the viral type being
detected. These findings support the idea of quantifying
viral load (as a type-specific marker of CC), coupled to
cytology, for improving and strengthening CC screening
programmes. This would lead to identifying HPV posi-
tive women at greater risk of developing cervical lesions,
as well as identifying women as yet lacking cervical
anomalies for predicting the beginnings of neoplasia.
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High viral loads of human papillomavirus predict risk of invasive
cervical carcinoma
M Moberg1, I Gustavsson1, E Wilander1 and U Gyllensten*,1
1Department of Genetics and Pathology, Rudbeck Laboratory, Uppsala University, Uppsala 751 85, Sweden
High loads of human papillomavirus (HPV) 16 and HPV 18/45 increase the risk of developing invasive cervical carcinoma, revealing
higher risk in percentiles of highest viral loads for HPV 16 (odds ratio (OR) 58.7, 95% confidence interval (CI) 21.9–151.4) compared
to HPV 18/45 (OR 3.3, 95% CI 1.5–7.2). Thus, HPV load is a type-dependent risk marker for invasive carcinoma.
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Human papillomavirus (HPV) is a necessary cause of cervical
cancer, but the high prevalence of transient infections makes
detection of the presence or absence of virus an inefficient means
of identifying women at risk of developing cervical cancer (Ho et al,
1998; Jacobs et al, 2000). Viral load has been suggested as a marker
of nontransient infection, and high HPV load in smears with
normal cytology has been associated with the risk of developing
dysplasia and carcinoma in situ (CIS) (Josefsson et al, 2000; van
Duin et al, 2002; Dalstein et al, 2003; Moberg et al, 2004). However,
it is not known whether high viral load is also predictive of
invasive cervical cancer, as past studies have pooled the outcomes
of invasive cancers together with earlier stages of the disease
(Lorincz et al, 2002; Sherman et al, 2002, 2003; Sun et al, 2002;
Dalstein et al, 2003; Gravitt et al, 2003). Integration of high-risk
HPV into the cell genome has been suggested to play a pivotal role
in malignant transformation (Boshart et al, 1984; Cullen et al,
1991; Daniel et al, 1997). As a consequence, the association
between viral load and development of CIS may not automatically
imply a strong association of high viral load and progression into
invasive carcinoma. Here, we determine whether viral load in
cervical smears is a risk marker of later developing invasive
cervical cancer.
MATERIALS AND METHODS
Cases diagnosed with invasive squamous-cell carcinoma of the
cervix and with registered smears taken at least 1 year prior to the
diagnosis date were identified from the organised screening
program (PAP-smear register) and the tumour register at the
Clinic of Pathology, Uppsala Academic Hospital and Uppsala
University, Sweden. Controls were selected from the same
organised screening programme and have been described in detail
elsewhere (Ylitalo et al, 2000). Birth years of cases and controls
ranged from 1922 to 1968. Two strategies were used to select
smears from both cases and controls. The screening history of
individual women was examined to identify suitable smears for
inclusion. First, we attempted to study an early phase of the
infection. Therefore, we started from the date of diagnosis and
stepped backwards in the screening history until reaching a smear
fulfilling the criteria of (a) being negative itself, (b) being preceded
by a normal smear or being preceded by an abnormal smear taken
at least 3 years earlier, or being the first registered smear. The time
span of 3 years was chosen to increase the likelihood of
spontaneous regression of the preceding lesion (Schlecht et al,
2003), and consequently decreasing the risk of selecting false-
negative smears. Secondly, up to three smears per woman were
chosen from cases and controls at random to increase the chance
of including an existing HPV infection. Smears collected less than
1 year prior to diagnosis were excluded. DNA was extracted from
archival PAP smears using previously described methods (Josefs-
son et al, 1999), and amounts of human genomic DNA, HPV 16,
HPV 31 and a combined load for HPV 18 and 45 were estimated
using published methods (Moberg et al, 2003). Viral load is
reported as HPV genomes per cell equivalent. An estimate of 6.6 pg
per human cell was used to convert human DNA estimates into cell
equivalents (CE). The strategy of a combined load of HPV 18 and
45 was employed to minimise the number of parallel quantitative
PCR reactions. Odds ratios (ORs) were estimated by logistic
regression (LOGISTIC procedure, SAS v6.12, SAS Institute Inc.,
Cary NC, USA).
RESULTS
A single, normal smear was obtained from 62 cases and
501 controls (Table 1). The smears were collected on average 9
years (range 1–28) prior to the diagnosis date and classified
as negative for squamous cell abnormalities. A total of 10 cases
had registered abnormal cytology during the screening
interval before the collection of the normal smear included in this
study. Four cases had diagnoses equivalent to ASCUS or LSIL, and
Received 28 July 2004; revised 13 December 2004; accepted 4 January
2005; published online 1 March 2005
*Correspondence: Dr U Gyllensten; E-mail: ulf.gyllensten@genpat.uu.se
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a  b  s  t  r  a  c  t
A  consensus  multiplex  real-time  PCR  test  (PT13-RT)  for  the oncogenic  human  papillomavirus  (HPV)  types
16, 18,  31,  33, 35,  39,  45, 51,  52,  56,  58,  59 and  66  is described.  The  test  targets  the  L1  gene.  Analytical  sen-
sitivity  is  between  4 and  400  GU  (genomic  units)  in  the  presence  of  500  ng  of  human  DNA,  corresponding
to  75,000  human  cells.  HPV  types  are  grouped  into  multiplex  groups  of 3  or  4 resulting  in  the  use  of  4
wells  per  sample  and  permitting  up to  24  samples  per  run  (including  controls)  in a  standard  96-well
real-time  PCR  instrument.  False  negative  results  are  avoided  by  (a)  measuring  sample  DNA  concentra-
tion  to control  that  sufficient  cellular  material  is present  and  (b)  including  HPV  type  6  as  a  homologous
internal  control  in  order  to detect  PCR  inhibition  or  competition  from  other  (non-oncogenic)  HPV types.
Analysis  time  from  refrigerator  to  report  is 8 h, including  2.5  h  hands-on  time.  Relative  to  the HC2  test,
the sensitivity  and  specificity  were  respectively  98% and  83%,  the  lower  specificity  being  attributable  to
the higher  analytical  sensitivity  of PT13-RT.  To  assess  type  determination  comparison  was  made  with
a reversed  line-blot  test.  Type  concordance  was  high  (!  =  0.79)  with  discrepancies  occurring  mostly  in
multiple-positive  samples.
© 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.
1. Introduction
Human papillomavirus (HPV) infection is the primary cause
of cervical cancer (Walboomers et al., 1999). Of the 118 types
described by de Villiers et al. (2004) 13 have been confirmed as
being oncogenic in genital mucosa (IARC, 2007).
HPV testing has been shown to have a higher sensitivity for high-
grade cervical dysplasia than the Papanicolaou test, although the
specificity is lower due to the high prevalence of benign, transient
HPV infections (Cuzick et al., 2006). Many countries have adopted
HPV testing as a secondary screening (triage) test for low-grade and
equivocal dysplasia (Wright et al., 2002; Waage, 2005) and its use
in primary screening has also been suggested (Dillner et al., 2008).
The HPV test used most widely is the Qiagen/Digene hybrid capture
(HC2) test. HC2 is commercially available worldwide, straightfor-
ward to perform and interpret, and supported by a large body of
scientific literature making it the baseline against which other tests
are compared. The HC2 test classifies the HPV types detected as
Abbreviations: HPV, human papillomavirus; GU, genomic units; LNA, locked
nucleic acid; MGB, minor groove binder; HC2, hybrid capture test.
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high-risk or low-risk, without more detailed genotyping. Where
genotyping is required more sophisticated tests based on nucleic
acid amplification are required.
There are several advantages to genotyping: it distinguishes
benign serial transient infections from type-specific persistent
infections which have a high probability of neoplastic pro-
gression; it distinguishes HPV types of differing oncogenic
potential (Schiffman et al., 2005); and it provides epidemiological
information which will be of particular value in monitor-
ing the population effects of vaccination against HPV 16 and
HPV 18.
Genotyping tests that cover the full range of oncogenic HPV
types are available commercially but all the currently available
tests involve post-PCR sample handling which necessitates strin-
gent, labour- and resource-intensive molecular hygiene procedures
to prevent carry-over contamination. This limits the applicability
of such tests in the routine laboratory.
With the aim of providing a more rapid, less labour-intensive
HPV typing test that operates in a closed system, a quantitative
real-time PCR method using consensus primers and multiplexed
type-specific 5′-hydrolysis probes was developed. This test, allows
sensitive and specific detection and typing of the 13 oncogenic
HPV types HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 and
66. Using standard 96-well instrumentation, clinical samples may
be analysed in batches of up to 22 and the entire analysis, including
sample processing and reporting can be completed in one working
day.
0166-0934/$ – see front matter ©  2012 Elsevier B.V. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.jviromet.2012.10.021
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Real-Time PCR-Based System for Simultaneous Quantification of
Human Papillomavirus Types Associated with High Risk of
Cervical Cancer
Martin Moberg, Inger Gustavsson, and Ulf Gyllensten*
Department of Genetics and Pathology, Rudbeck Laboratory, Uppsala University,
SE-751 85 Uppsala, Sweden
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We have previously shown that women with a high titer of human papillomavirus type 16 (HPV16) in cervical
epithelial cells have an increased risk of developing cervical carcinoma in situ. In order to study the relation-
ship between viral DNA amount and risk of cervical carcinoma for the HPV types most commonly found in
cervical tumors, we developed a real-time PCR assay for the detection and quantification of HPV16, -18, -31,
-33, -35, -39, -45, -52, -58, and -67. These HPV types are analyzed in two reaction tubes, allowing for
independent quantification of three viral types, or groups of viral types, in each reaction. A separate reaction
is used for estimating the number of a nuclear single-copy gene and is used to calculate the HPV copy number
per genomic DNA equivalent in the sample. The system has a dynamic range from 102 to 107 HPV copies per
assay and is applicable to both fresh clinical samples and DNA extracted from archival samples. Reconstitu-
tion experiments, made to mimic infections with several HPV types, shows that individual HPV types can be
detected in a mixture as long as they represent 1 to 10% of the main type. The system was evaluated with respect
to technical specificity and sensitivity, reproducibility, reagent stability, and sample preparation protocol and
then used to analyze clinical samples. This homogeneous as ay provides a fast and sensitive way for estimating
the viral load of a series of the most frequent oncogenic HPV types in biopsies, as w ll as cervical smear
samples.
Cervical carcinoma is considered to be the third most com-
mon cancer in women in the world. In 1994 an estimated
55,000 women in the United States were diagnosed with car-
cinoma in situ of the cervix, with an additional 15,000 cases of
invasive cancer (15). Although in the United States and Eu-
rope major progress has been made in the control of cervical
ancer, it remains a significant cause of morbidity and mortal-
ity in the develo ing world.
Infection by certain types of human papillomavirus (HPV) is
the single m st important risk factor for the development of
cervical cancer (10, 17). More than 99% of cervical cancer
biopsi s have been found to contain HPV DNA, most com-
monly HPV typ 16 (HPV16), followed by HPV18, -45, -31,
and -33 (1, 22). Given the importance of HPV infection in the
etiology of cervical cancer, a large number of methods have
been developed for detecting of the virus or for identifying the
c llular ch nge resulting from viral transformation (8).
We have previously described an assay based on real-time
PCR for the detection and quantification of high-risk HPV
DNA (7). The 5" exonuclease assay, employed in Taqman, is
based on the ability of the 5"-to-3" exonuclease activity of Taq
polymerase to cleave a dually labeled, nonextendable hybrid-
ization probe during the extension phase of the PCR (4, 5, 11,
13). Other groups have applied the 5" exonuclease assay either
for endpoint determination of the amount of HPV PCR prod-
uct (18) or for real-time detection of HPV (19–21). Additional
methods for the quantification or semiquantification of HPV
have also been described, based on PCR and seven-color flu-
orescence hybridization (16), based on restriction immunoas-
say (6), or with scorpion probes in real-time PCR (3).
Using our previously described method we were able to
demonstrate, in a retrospective case-control study, that the
titer of HPV16 in cervical smears can be used to predict the
risk of development of cervical cancer in situ (cervical intra-
epithelial neoplasia, stage III [CIN III]) (9, 23). These results
indicate that determination of the HPV titer present an op-
portunity to assess whether an infection will progress into cer-
vical cancer or be cleared. Subsequently, based on other study
designs or methods for quantification of the amount of HPV,
it has been confirmed that a high HPV16 titer is associated
with an increased risk of developing more-severe dysplasia and
that reduction of the viral load may predict regression of CIN
to normalcy (21). In the present study we devised a novel
typing system for HPV, one that employs the quantitative
ability and dynamic range provided by real-time PCR. The
system has been designed to detect and quantify HPV types
commonly detected in cervical tumors while minimizing the
number of parallel reactions performed for each sample, mak-
ing the system suitable for use in routine screening of cervical
swab samples.
MATERIALS AND METHODS
DNA extraction. Plasmids containing HPV16, -18, -31, -33, -35, -39, -45, -52,
-58, and -67 were either kindly supplied by T. Matsukura, A. Lo¨rincz, and G.
Orth or else prepared by cloning from PCR products of clinical samples and used
as positive controls and to estimate the sensitivity of the assay. The plasmids with
* Corresponding author. Mailing address: Department of Genetics
and Pathology, Rudbeck Laboratory, Uppsala University, SE-751 85,
Uppsala, Sweden. Phone: 46-18-4714909. Fax: 46-18-4714931. E-mail:
ulf.gyllensten@genpat.uu.se.
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Type distribution, viral load and integration status of high-risk
human papillomaviruses in pre-stages of ce vical canc r (CIN)
S An ersson*,1, H Saf ri2, M Mints1, I L wensohn- Fuchs2, U Gyllensten3 d B Johansson2
1Institute for Clinical Science, Division of Obstetrics and Gynaecology, Karolinska University Hospital, Huddinge, Karolinska Institute, 141 86 Stockholm,
Sweden; 2 Division of Clinical Virology, Department of Laboratory Medicine, Karolinska University Hospital at Huddinge, Karolinska Institute, 141 86
Stockholm, Sweden; 3Department of Genetics and Pathology, Section of M dical Gen tics, Rudbeck Laboratory, University of Uppsala, 751 85 Uppsala,
Sweden
A series of 176 archival cervical intraepithelial neoplasia (CIN) was analysed for the presence, viral load and integration status of ‘high-
risk’ types of human papillomavirus (HR-HPV). The samples were assayed using newly developed methods based on real-time PCR.
Two methods for the extraction of DNA from the paraffin-embedded biopsies were compared: a protocol based on the MagNA
pure system (Roche) and a Qiagen spin column kit (Qiagen). It was possible to amplify 94% (166) of the samples. Of thes , 36, 63
and 80% of the CIN I, II and III cases contained HR-HPV. HPV 16 was the most prevalent, and was found in 20, 28 and 46% of the
CIN I, II and III cases, respectively. The second most frequent HR-HPV was type 33 group, and in CIN II it was as prevalent as HPV 16.
The median number of copies of HR-HPV per cell was not significantly different in the CIN I, II and III cases, but there was a wide
range of viral load values over several magnitudes, regardless of the grade of CIN. All samples were found to contain integrated forms
of HPV 16, frequently mixed with an episomal form.
British Journal of Cancer (2005) 92, 2195–2200. doi:10.1038/sj.bjc.6602648 www.bjcancer.com
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Intensive research has provid d evidence for a central, causal role
of certain types of HPV in the development of invasive cervical
carcinoma (Schiffman et al, 1993; Davidson et al, 1994;
Walboomers et al, 1999; Bosch and Munoz, 2002). The presence
of high-risk HPV-DNA identifies both women with disease and
those who are at a particular risk of progression to disease
(Nobbenhuis et al, 1999). Persistent infection with high-risk types
of HPV (HR-HPV), especially type 16, is regarded as the principal
risk factor in the development of squamous cervical lesions or
squamous cervical cancer (Munoz et al, 2003). However, most
infections with HPV regress spontaneously, and, for the cases that
do progress to cancer, a long period of latency is normally
observed. HPV infections are prevalent and often transient among
younger women, with a peak of 20–25% at 20–24 years of age.
With increasing age, there is a decline in the prevalence of HPV
to about 7% at 35 years of age (Soutter and Fletcher, 1994). It is
likely that HPV-positive women at that age represent a subset of
individuals who do not manage to clear their infections
spontaneously. Thus, the persistence of a high-risk HPV infection
is associated with the risk of developing cervical intraepithelial
neoplasia (CIN).
A high prevalence of transient infections makes detection of
the virus an inefficient means of identifying women at risk of
developing cervical cancer (Ho et al, 1998; Jacobs et al, 2000).
Viral load has been suggested as a marker of nontransient
infection; a high HPV load in archival Pap smears with normal
cytology had a considerably higher risk of developing carcinoma
in situ, and even cervical squamous carcinoma (Josefsson et al,
2000; Lorincz et al, 2002; Dalstein et al, 2003; Gravitt et al, 2003;
Moberg et al, 2004). Recently, it has been concluded that HPV load
is a type-dependent risk marker for invasive carcinoma (Moberg
et al, 2005). Furthermore, it has been suggested that there is an
association between a high viral load a the persistence of
infection with HPV (Ho et al, 1998).
The integration status of high-risk HPV in premalignant cervical
lesions might be a further promising risk marker for progression of
cervical cancer (Lazo, 1997; Kalantari et al, 1998). Viral DNA
integration into the host cell genome usually disrupts the E1 nd E2
open reading frames, while those of E6 and E7 rem in int ct
(Kalantari et al, 1998, 2001). The deletion of E2 ORF, due to th
integration, results in disruption of expression of E2 protein and
subsequent upregulation of the transcription of the oncogeni E6 and
E7 proteins (Romanczuk and Howley, 1992). Co tinuous production
of oncogenic E6 and E7 proteins contribute to the malignant state in
infected tissue. Thus, viral integration into the host genome is
possibly another critical event for malignant transformation.
In the present study, our aim was to evaluate the frequency of
HR-HPV types and viral load in a series of paraffin-embedded
biopsies with pre-neoplastic and neoplastic lesions. Based on these
data, we sought to determine if type distribution and viral loads of
different HR-HPV types in CIN I–III lesions show any significant
differences. We also evaluated any differences in the integration
status of HPV 16, as a function of the grade of CIN.
Received 20 January 2005; revised 18 April 2005; accepted 27 April
2005; published online 7 June 2005
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Associations of high-risk HPV types and viral load with
cervical cancer in China
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Abstract
Background: Cervical cancer is the secondmost commoncancer inwomenworldwide. Infectionwith somegenotypes of humanpapillomavirus
is the most important risk factor associated with cervical cancer.
Objective: The aim of this study was to determine the prevalence and genotypes of HPV in China, and to evaluate the correlation between
viral load of high risk HPV and cervical cancer and its precursors.
Study design: A cross-sectional study was carried out, wherein cervical samples were collected from 541 patients with cervical cancer, 262
with CIN, 139 with cervicitis and 68 age-matched healthy controls. Hybrid Capture 2 was employed to detect HPV DNA. Specimens from
HPV DNA positive cervical cancer were tested for HPV types by using type specific PCR and general primer PCR with sequence-based
typing (GP PCR-SBT).
Results: Overall high risk HPV prevalence was 68.8% in CIN1, 80.3% in CIN2, 90.2% in CIN3, 90.9% in cervical cancer in situ, 89.9% in
invasive cervical cancer and 25% in healthy controls from China. The most common HPV DNA type found in patients with cervical cancer
was HPV16 (79.6%), followed by HPV58 (5.92%), HPV33 (3.29%), HPV18 (1.97%), HPV6 (1.97%), HPV31 (1.31%), HPV39 (1.31%),
HPV68 (1.31%) and other HPV types (3.3%). It was found that there was a significantly increased risk of increasing CIN stage with high viral
load. Frequency of low viral load found in the controls was 13.2% and 22.9% of CIN1, obtaining an OR of 4.2 (1.5–12.0). Associations (OR)
among low viral load and CIN2/3, CIS, and CC were 6.7 (2.9–15.6), 9.4 (2.7–32.3) and 8.3 (3.7–18.4), respectively. While high viral loads
were found in 5.9% of controls, 27.1% of CIN1, 42.1% of CIN2/3 and 48.5% of CIS, demonstrating increasing odds ratios with severity of
disease (OR for CIS = 68.0, 95% CI = 17.8–259.7).
Conclusions: HPV16 was the most common genotype in central China. The developing cervical cancer precursors were associated with
elevated high-risk HPV viral load.
© 2005 Elsevier B.V. All rights reserved.
Keywords: Human papillomavirus; Viral load; Cervical cancer; Cervical intraepithelial neoplasia
1. Introduction
Cervical cancer (CC) is the second most common cancer
among women worldwide. In the year 2000, approximately
468,000 new cases were diagnosed, of which 80% were in
Abbreviations: HPV, human papillomavirus; CIN, cervical intraepithe-
lial neoplasia; CIS, cervical cancer in situ; CC, cervical cancer
∗ Corresponding author. Tel.: +86 756 6670686; fax: +86 756 3668099.
E-mail address: exwyp@163.com (Y. Wu).
developing countries. The average annual incidence of CC
varies widely by geographic area, with highest incidences
reported in Latin America, sub-Saharan Africa and South
Asia and Southeast Asia (Parkin et al., 2001). The 132,300
new cases of CC were reported from China, an overall inci-
dence rate of over 27 per 100,000women (Parkin et al., 1999),
showing a high incidence of CC in China. Infection with high
risk (HR)-HPV is the most important risk factor for CC. To
date, there aremore than 100 different HPVgenotypes. There
are approximately 40 known genital HPVs, which are further

















Association between high-risk human papillomavirus DNA load and
precursor lesions of cervical cancer in Mexican women
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Abstract
Objective. Our objective was to determine the association between viral load of high risk human papilloma virus (HPV) using the Hybrid
Capture II (HC II) system and cervical intraepithelial neoplasia (CIN) lesion stage.
Methods. A total of 182 consecutive women with confirmed diagnoses of CIN 1–3 and 182 healthy women with negative Pap were
included. All subjects underwent structured interviews focused on socioeconomic and reproductive factors. HC II testing was used to detect
human papilloma virus (HPV) DNA. Viral load was measured by light measurements expressed as relative lights unit (RLU) ratio
(specimens/control). Log10RLU ratios were categorized for analysis into four groups: negative (!0); low viral load (0.01–1.0), middle viral
load (1.01–2.0), and high viral load (2.0–3.6). Frequencies and association measurement odds ratio (OR) adjusted by unconditional
multinomial regression (UMR) were used in analysis.
Results. A total of 75 of 80 (93.7%) patients with CIN 2–3, 82 of 101 (79.4%) with CIN 1, and 36 of 182 (19.8%) controls were positive
for HPV DNA. The higher the viral load of HPV DNA infection observed, the higher the probability of being associated with stage of CIN
(P !0.001). Association between low viral load HPV and CIN 1 was 16.8 (7.2–39) compared with the highest association observed with
high viral load and CIN 2–3 (ORa " 365.8, 94.7–1412). Both control and cases in the oldest women presented the highest viral load.
Conclusions. We found high frequencies of HPV DNA in CIN 1 and in CIN 2–3 patients. A clear association between viral load of HPV
DNA was determined by HC II assay and CIN stage.
© 2003 Elsevier Science (USA). All rights reserved.
Keywords: Cervical intraepithelial lesions; Cervical cancer; Human papilloma virus; Viral load; Hybrid Capture II
Introduction
Carcinoma of the cervix (CC) is second only to breast
cancer as the most common malignancy affecting women
worldwide. Each year, CC accounts for approximately
470,600 new cases and 233,400 deaths [1]. In Mexico, this
neoplasia occupies first place in incidence among carcinoma
cases and there has been an increase in incidence and
mortality rates during the past two decades [2].
Infection with oncogenic genital human papillomavi-
ruses (HPV) has been established as the main etiologic
agent for CC and of cervical intraepithelial neoplasia (CIN)
[3]. Genital HPV types have been subdivided into low risk,
found mainly in genital warts, and high risk, frequently
associated with invasive cervical cancer. Epidemiologic
classification based on HPV type-specific odds ratios (ORs)
* Corresponding author: Unidad de Investigacio´n Me´dica en Enfer-
medades Oncolo´gicas, Hospital de Oncologia, Centro Me´dico Siglo XXI,
IMSS, Av. Cuauhte´moc #330, Col. Doctores, 06720 Me´xico, D.F., Me´x-
ico. Fax: #52-55-5761-0952.
E-mail address: dulcema@servidor.unam.mx (D.M. Herna´ndez-Her-
na´ndez).
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tence and viral load, especially in high-risk HPV types, had
a much greater risk of incidence of high-grade squamous
intraepithelial lesion (HSIL) and CC than women negative
to HPV [9,24,25]. A consistently increased load of HPV 16
already!10 years prior to diagnosis has been reported even
when many smears were cytologically normal [12,13].
However, these authors had the same opinion concerning
low predictive value to viral load HPV in cervical cancer
diagnoses.
Variation of amount of HPV in women could be ex-
plained by both environmental factors and host genetic
factors. Certain environmental factors such as smoking, use
of oral contraceptives, and number of pregnancies have
shown a relationship with CC and precursor lesions, taking
into consideration HPV infection [29–31]. Although smok-
ing has been identified as a cofactor in development of CC
and has been related with higher genital HPV infection rate
[29,32], we did not find a significant association with HPV
infection and/or viral load with CIN, as several other studies
have shown [33,34].
We observed that use of oral contraceptives had a sig-
nificant protective effect with CIN 1/CIN 2–3 even when we
adjusted analysis by HPV infection; however, this associa-
tion lost significance when other cofactors were considered
for measuring association between viral load and CIN
1/CIN 2–3 in multinomial analyses.
Studies concerning oral contraceptive use a d cervical
cancer have not been consistent in their findings [35,36].
Some have ide tifi d strong evidence of this association
with adenocarcinoma of cervix but not with squamous cer-
vical cancer [30,37]. However, other authors consider that
studies not restricted to women positive for HPV could have
underestimated the effect of oral contraceptives in squa-
mous-cell carcinomas [31].
Significant associations between high parity and risk of
invasive and in situ carcinomas of the cervix have been
Table 3
Multinomial analysis in HPV DNA load and women with cervical intraepithelial neoplasia (CIN) stage
Viral load (Log10RLU) Controls CIN 1 CIN 2,3
n0 " 182 n1 " 102 ORa CI 95% n2 " 80 ORa CI 95%
Negative 146 21 1.0 5 1.0
Low (0.01–0.99) 18 27 16.8 7.2–39 8 23.6 6.4–8.8
Middle (1.0–1.99) 12 36 35.7 14.1–91 16 71.2 19.4–261
High (2.0–3.6) 6 18 29.9 9.7–92 51 365.8 94.7–1412
HPV positive 36 81 26.6 12.9–54.7 75 111.4 35.2–352
Note. Control was comparison group; odds ratios were adjusted by age, deliveries, and sexual partners.
Fig. 3. Human papilloma virus DNA load in CIN lesion degree. Median viral load shows significative differences between them (Kruskal–Wallis test
X2 " 52.2, P # 0.001).
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Summary
Background Persistent infection with certain types of human
papillomavirus (HPV) is believed to be a prerequisite for the
development of cervical neoplasia. Persistence may depend
on certain characteristics, such as viral load, which has so
far been given little attention. We investigated the
association between HPV 16 viral load and cervical
carcinoma in situ.
Methods We did a nested case-control study of women
participating in cytological screening in Sweden. We used a
sensitive quantitative PCR assay to estimate HPV 16 load in
multiple smears for each woman, taken during a period of up
to 26 years before diagnosis. We calculated Ct values, which
decrease as the number of viral DNA copies increases. 
Findings 2081 smears from 478 cases and 1754 smears
from 608 controls were tested. Among cases, we found a
consistently increased load of HPV 16 already 13 years or
more before diagnosis, and when many smears were still
cytologically normal. Women with high HPV 16 viral loads
were at least 30 times the relative risk of HPV-16-negative
women more than a decade before diagnosis. The increase
in relative risk was constant over time. About 25% of women
(95% CI 0·12–0·32) infected with a high viral load before age
25 years developed cervical carcinoma in situ within
15 years. 
Interpretation Cervical carcinoma in situ associated with
HPV 16 occurs mainly in HPV-16-positive women who have
consistently high viral loads long term. Women at high risk
could be identified by use of a quantitative HPV test in
addition to cytological screening. 
Lancet 2000; 355: 2194–98
See Commentary 
See Article page 2189
Introduction
Viral persistence of oncogenic human papillomaviruses
(HPV) seems essential for the development of cervical
neoplasia. A high viral load resulting from productive viral
replication might support viral persistence.1 All studies but
one that have estimated HPV load, have shown an
increased risk for cervical carcinoma in relation to high
viral load.2–7 These investigations did not, however,
quantify viral load, which was estimated crudely from the
signal intensity in the hybridisation assay or by comparison
of results from different HPV detection methods. We did a
nested case-control study to investigate the temporal
relation between HPV 16 load and cervical carcinoma in
situ by quantitative PCR assay to try to achieve better




We selected women from a cohort in a cytological screening
programme that covered women aged 30–49 years (and, later,
25–49 years), started in Uppsala County, Sweden in 1967.8
732 287 smears from 146 889 women were stored at the
University Hospital, and all information was stored on computer
from 1969 to 1995. From this cytology register we identified all
registered women who had at least one smear. We required that
the first smear was cytologically normal (PAP=1) and that the
women were born in Sweden, were younger than 50 years at entry
to the cohort, and were eligible for telephone interview at the start
of the study (Jan 1, 1996).9 The time of the first registered smear
defines the entry into the cohort. 
We identified all incident cases of cervical carcinoma in situ
through linkage of study-cohort data and the data of the National
Cancer Registry from 1969 to 1995. Notification to the registry is
mandatory for cervical carcinoma in situ. For each of the 504
identified cases, we randomly selected, from the study cohort, five
controls, individually matched by date of first registered smear
(within 90 days) and year of birth. Eligible controls, randomly
selected from each set of five, had no history of in-situ or invasive
cervical carcinoma or known history of hysterectomy before the
date of diagnosis for their corresponding matched case;
information about hysterectomy was obtained by telephone from
about 85% of participants.9 We did not match cases and controls
on number of smears, and some controls had only one smear
taken during the study period; we therefore selected second
controls, randomly chosen from the remaining matched controls,
to increase statistical power. Each case and matched control or
controls comprised a risk set.
Smear analyses
The first smear from all eligible cases and controls were reviewed
by a cytotechnician who was unaware of case-control status. We
excluded cases that did not have normal first smears. Controls
without normal first smears were replaced by controls randomly
selected from the remaining matched controls.
To confirm the diagnosis of squamous-cell carcinoma in situ,
we reviewed the histological samples from cases, with the
exception of 54 cases for which the samples were missing. After
review, we excluded three cases with invasive adenocarcinoma
and two with microinvasive squamous-cell carcinoma.
Consistent high viral load of human papillomavirus 16 and risk of
cervical carcinoma in situ: a nested case-control study
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(table 2). Therefore, viral load differed between cases and
controls, but since the data included several
measurements for some women, the cases and controls
were not compared statistically.
Viral load of HPV 16
Among the 82 cases in which first and last smears were
positive (the most informative cases), the median HPV 16
viral load increased from first to last smears (Ct 38·7 vs
35·9, p=0·002; paired Wilcoxon’s test, table 3). In 151
(32%) cases that had an HPV-16-positive final smear
taken in the year before diagnosis and more than 3 years
of follow-up, the relation between HPV 16 viral load and
time to diagnosis was assessed. From about 5 years before
diagnosis, viral load generally increased in women
younger than 35 years and those aged 35 years or older
(figure 1). Differences in the number of smears
contributing to the analyses at different times before
diagnosis partly explains fluctuations in HPV 16 load. 
Estimated cumulative risk
Among cases that had a high viral load (HPV 16 Ct
<39·6), the probability of developing cervical carcinoma
in situ increased steadily with time since first smear, up to
22·7% (95% CI 12·4–31·8) after 15 years (figure 2). In
women with medium viral load (HPV 16 Ct !45·6 to
"39·6) in the first smear, the probability of developing
cervical carcinoma in situ was increased to 6·6%
(1·7–11·2) after 15 years. The mean incubation period
from first confirmed HPV infection to detection of
carcinoma in situ was estimated to be more than 17 years
for cases with high viral load and 19 years or more with a
medium HPV 16 load.
Risk associations
The risk of developing cervical carcinoma in situ increased
with increasing viral load (table 4). In the year before
diagnosis, the risk was increased three-fold among women
with low viral loads (odds ratio 3·1 [95% CI 0·9–10·1])
compared with HPV-16-negative women. In women with
high viral loads, the risk was increased 43-fold (43·1
[8·0–233·3], table 4).
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Years HPV 16 HPV 16 HPV 16 HPV 16 Risk increase 
before negative positive with positive with positive with per unit 
diag- low viral medium viral high viral decrease in Ct†
nosis* load load load
1 1·0 3·1 (0·9–10·1) 10·3 (2·4–43·5) 43·1 (8·0–233·3) 1·27 (1·07–1·52)
2 1·0 3·3 (0·9–11·4) 11·9 (3·6–39·6) 46·7 (9·3–234·7) 1·28 (1·07–1·54)
3 1·0 2·5 (0·7–8·2) 13·7 (4·2–45·1) 47·2 (8·5–262·6) 1·31 (1·09–1·58)
4 1·0 2·7 (0·7–10·6) 11·1 (3·6–34·4) 40·4 (6·9–237·4) 1·28 (1·05–1·57)
5 1·0 2·3 (0·7–7·9) 9·1 (2·6–31·5) 31·4 (5·7–173·1) 1·27 (1·04–1·55)
6 1·0 2·2 (0·6–8·4) 7·0 (1·7–29·6) 30·3 (5·1–179·9) 1·26 (1·04–1·54)
7 1·0 1·9 (0·4–8·3) 4·0 (1·1–14·9) 25·8 (4·9–136·3) 1·26 (1·05–1·53)
8 1·0 1·5 (0·4–5·3) 10·1 (1·5–84·5) 26·9 (4·4–165·2) 1·32 (1·05–1·67)
#9 1·0 1·7 (0·4–6·9) 5·7 (1·1–30·5) 33·3 (4·7–236·8) 1·34 (1·07–1·67)
Odds ratios adjusted for amount f genomic DNA. *Using neighbourhoods of ±4 years.
†Among HPV-16-positive women.
Table 4: Odds ratios (95% CI) for c rvical carcinoma in situ in
relation to HPV 16 Ct values at different years before diagnosis
The Ct values generally decreased  with increasing PAP
code among cases and controls (table 2). However,
among women with normal smears (PAP=1), 387 (35%)
of 1118 (731+387) cases and 104 (7%) of 1566
(1462+104) controls were HPV 16 positive. A median
viral load of 38·7 was seen among cases with normal
smears, whereas controls had a median viral load of 44·4












Figure 3: Odds ratios for cervical carcinoma in situ in relation
to HPV 16 viral load at different years before diagnosis 
Shown on logarithmic scale. Lines show trend estimates, symbols show
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Figure 2: Probability of developing cervical carcinoma in situ in
relation to HPV 16 viral load of first smear among women
younger than 25 years at time of first smear
CIS=cervical carcinoma in situ. 
Ylitalo N, et al. Lancet 2000;355:2194-8. 
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others (7, 14), clearly demonstrate that only HPV16 shows a
significant change in copy number with increasing dysplasia,
combining results for all HPV types does demonstrate an over-
all correlation with disease (Fig. 3, all types) because of the
high prevalence of HPV16 in our population. Other studies
suggesting that high viral load could be clinically useful as a
predictor of cervical dysplasia used the Hybrid Capture assay
(12). Hybrid Capture, the current commercially available,
Food and Drug Administration-approved HPV test, groups
HPV types and includes no normalization for input cellular
DNA. The sensitivity is much lower than that of the fluoro-
genic assay (5,000 versus 100 copies per assay), a factor in-
creasing the observed prevalence of HPV16 because low-copy
viruses would be below the level of detection. In addition, since
sample DNA content increases with increasing cervical disease
(Fig. 1), the lack of normalization for cellular DNA would also
favor observing a trend for increase in HPV copy number with
increased cervical disease. In this study, the range of viral DNA
copies per microgram of cellular DNA, even when stratified by
disease status and viral type, was quite large. Because of the
marked variation, a cutoff value for “high” copy numbers that
would allow accurate prediction of high-grade cervical disease
was not possible. This, as well as the fact that only HPV16 copy
number changes significantly with cervical disease, suggests
that the usefulness of HPV quantitation requires careful as-
sessment and is assay dependent.
The observation that yield of cellular DNA increased with
degree of cervical abnormality was somewhat unexpected and
cannot be entirely explained. Dysplasia is known to be associ-
ated with decreased intercellular adhesion, and actual in-
creases in the yield of cells in the sample may explain the trend
that we observed. Dysplasia is also associated with changes in
ploidy, but because of the small contribution of dysplastic cells
to the total normal background population in the sample, we
feel that ploidy changes are less likely to contribute significant
changes in the overall yield of cellular DNA.
Assuming that the endocervical sample is equally represen-
tative of all HPV-associated lesions, HPV16 appears to be
different from HPV types 18, 31, and 45; it is present in higher
copy numbers and varies with disease. The quantitative differ-
ences in HPV DNA may be the result of type-specific differ-
ences in HPV replication in the cervical epithelium. Since
HPV DNA replication is a complex, multiprotein reaction,
relatively small differences in the interactions between mole-
cules involved in replication could be amplified into the large
differences in HPV DNA observed here (1, 21). Type-specific
differences in the immune response may also influence copy
number.
The significance of the relatively high copy number of HPV
DNA in samples from women with no identifiable lesions can-
not be addressed in this cross-sectional design. The HPV DNA
is presumed to be attributable to latently infected cells, but
sampling errors cannot be excluded. Prospective studies of
cytologically normal women using a quantitative analysis of
HPV DNA will help to determine the natural history and
biology of latent infection.
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associated with HPV infection persistence and cervi-
cal malignancies, only HPV 16 viral load has yet been
demonstrated to predict the development of incident
disease [van Duin et al., 2002; Moberg et al., 2004;
Monnier-Benoit et al., 2006; Gravitt et al., 2007].
For routine clinical practice, there is a real need to
determine an HPV viral load cut-off that would allow
for the optimal prediction of grade 2 or 3 cervical
intraepithelial neoplasia and assist in the selection of
patients who do require treatment. Using the ROC
analysis, the present study sets optimal HPV 16 cut-
off at 3.0 ! 106 copies per million cells to determine
the identification of women with grade 2 or higher
cervical intraepithelial lesion among those referred
for colposcopic examination. Such cut-off was demon-
strated with excellent specificity (91%) and high sensi-
tivity (58.2%). So far, despite many different studies
on HPV viral load, only Saunier et al. have proposed
an HPV 16 cut-off value for clinical routine use.
According to their findings, an HPV 16 viral load of
21.0 ! 106 copies per million cells would allow for the
identification of women with grade 2 or 3 cervical
intra-epithelial neoplasia with a sensitivity of 40%
and a specificity of 83% [Saunier et al., 2008]. Being
seven times higher than the one determined in the
present study, this cut-off showed lower performance
for the triage of women with grade 2 or 3 cervical
intraepithelial neoplasia. Such difference could simply
result from cohort bias; Saunier et al. [2008] have an-
alyzed value of HPV16 viral from HPV16 positive pop-
ulation while the present study has tested it among
population of HPV 16 and/or 18 positive women
referred for colposcopy following abnormal screening
cytology. Differences in pre-analytical steps between
these two studies could also play a part. While, in the
present study, virological analysis was performed
from samples dedicated to virological analysis only,
Saunier et al. [2008] had performed it from a residue
of stored liquid based cytology vials with the use of
different collection medium [Saunier et al., 2008].
Such difference could also be explained by the differ-
ence in the timing of HPV testing and quantitation.
While Saunier et al. had performed HPV 16 viral load
quantitation directly on the cervical smears, in the
Fig. 1. A: Representation of median HPV 16 viral loads in
patients identified with normal cervix, grade 1 cervical intraepithe-
lial neoplasia (CIN1) and grade 2 or higher cervical intraepithelial
neoplasia (CIN2þ) (n ¼778). Viral loads are represented in logarith-
mic scale (P < 0.001). B: Representation of median HPV 18 viral
loads in patients identified with normal cervix, grade 1 cervical
intraepithelial neoplasia (CIN1) and grade 2 or higher cervical intra-
epithelial neoplasia (CIN2þ) (n ¼ 778). Viral loads are represented
in logarithmic scale (P ¼ 0.524).
TABLE II. Results of HPV 16 and 18 Detection and Quantitation Perfor ed From Cervico-Vaginal Samples at the Time of
Colposcopy Among Women With Grade 2 or Higher C rvical Intraepithelial Neoplasia and Others
Normal and CIN1 (n ¼ 99) CIN2þ (n ¼ 87) P
HPV 16 detection and quantification
HPV 16þ 78 (78.8) 79 (90.8) 0.024
Viral load HPV 16þ median (LQ–UQ) 9.1 ! 104 (1.9 ! 103–9.6 ! 105) 4.0 ! 106 (5.4 ! 105–2.9 ! 107) <0.001
VL HPV 16 > 3 ! 106
(copies per million cells)a
7 (9) 46 (58.2) <0.001
HPV 18 detection and quantification
HPV 18þ 23 (23.2) 14 (16.1) 0.224
Viral load HPV 18þ median (LQ–UQ) 1.8 ! 104 (6.1 ! 102–5.8 ! 106) 3.4 ! 105 (1.7 ! 104–3.9 ! 106) 0.256
All values are n (%) otherwise specified.
CIN1, grade 1 cervical intraepithelial neoplasia; CIN2þ, grade 2 or higher cervical intraepithelial neoplasia; HR-HPV, high-risk HPV;
LR-HPV, low-risk HPV; LQ, lower quartile; UQ, upper quartile; VL, viral load.
aAmong HPV 16 positive women.
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¿Existe asociación entre la carga viral de seis tipos de 
Virus del Papiloma Humano de alto riesgo y la 
















•  Caracterización del comportamiento del VPH, la prevalencia, 
la distribución tipo-específica y la relación con factores de 
riesgo.  
•  Ampliar conocimiento y contribución  en el mejoramiento de 
los programas de promoción y prevención que contemplen la 
detección y tipificación de VPH, la cuantificación de la carga 
viral, entre otros.  
•  Identificación temprana de mujeres en riesgo de desarrollar 
CC. 
•  Contribuir en la reducción de la incidencia y mortalidad 





Identificar la asociación entre la carga viral de seis 
tipos de Virus del Papiloma  Humano de alto riesgo 
(VPH-AR) y la frecuencia de lesiones escamosas 





1.  Describir las características sociodemográficas de las mujeres 
participantes en el estudio.  
 
2.  Identificar los factores de riesgo presentes en dos grupos de 
mujeres (con y sin lesiones cervicales) y determinar si existen 
diferencias entre éstos.   
 
3.  Determinar las prevalencias tipo-específicas para seis tipos 
de VPH de alto riesgo (VPH-AR) en mujeres provenientes de 
diferentes regiones del país. 
Objetivos!
21 
4.  Cuantificar el ADN genómico y el número de copias virales 
presentes en muestras cervicales de las mujeres incluidas en 
el estudio.  
 
5.  Establecer las diferencias existentes en la distribución de la 
carga viral de seis tipos de VPH entre  mujeres con y sin 



























































Excluidas aquellas sin 
amplificación del gen HMBS 





•  Aprobación comités de ética:   
o  Fundación Instituto de Inmunología de Colombia 
o  Nuevo Hospital San Rafael E.S.E, Girardot 
o  Hospital San Juan Bautista de Chaparral E.S.E.  
o  Hospital de Engativá (level II)  
Metodología!
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Toma y Procesamiento  
de la muestra 
 
 Identificación  VPH  

















Tipificación Viral  
especifica: 
 PCR para los tipos de VPH  
de alto riesgo: VPH 16 - 18  
31 – 33 – 45 – 58. 










Control de la muestra 












































































































114 Mujeres sin 
LEI  
59 Mujeres con 
LEI 
3 Mujeres con 
LEI-AG 




HMBS (-) Amplificación del gen 
HMBS por PCR-tiempo 
real 
RT-PCR para detección y 









PCR- tiempo real: polymerase chain reaction; HMBS: hydroxymethylbilane synthase; 
VPH-AR: virus del papilloma humano de alto riesgo; LEI: lesión escamosa intraepitelial; 
LEI-BG: lesión escamosa intraepitelial de bajo grado; LEI-AG: lesión escamosa 




1.  Describir las características sociodemográficas de las mujeres 
participantes en el estudio.  
 
2.  Identificar los factores de riesgo presentes en dos grupos de 
mujeres (con y sin lesiones cervicales) y determinar si existen 
diferencias entre éstos.   
 
3.  Determinar las prevalencias tipo-específicas para seis tipos 
de VPH de alto riesgo (VPH-AR) en mujeres provenientes de 








Característica  Categorías n % 
Mujeres con 
LEI (n= 59)   
Mujeres sin 
LEI (n =114)   p 
n %   n %   
                      
Edad, años 
<30  29 16.76 11 18.64   18 15.79   
0.493 30-40  54 31.21 21 35.59   33 28.95   
> 40  90 52.02 27 45.76   63 55.26   
                      
Origen 
Bogotá 65 37.57 32 54.24   33 28.95   
0.001* Chaparral 3 1.73 2 3.39   1 0.88   
Girardot  105 60.69 25 42.37   80 70.18   
                      
Ingreso mensual 
≤ SMMLV  155 89.60 53 89.83   102 89.47   0.942 
> SMMLV  18 10.40 6 10.17   12 10.53     
                    
Escolaridad 
Analfabeta 1 0.58 1 1.69   0 0.00   
0.094 
Primaria 82 47.40 22 37.29   60 52.63   
Secundaria 74 42.77 28 47.46   46 40.35   
Universitaria 10 5.78 6 10.17   4 3.51   
Técnica 6 3.47 2 3.39   4 3.51   
                     
Etnia 
Indígena 2 1.16 0 0.00   2 1.75   
0.321 
Blanca 4 2.31 2 3.39   2 1.75   
Mestiza 166 95.95 56 94.92   110 96.49   
Negra 1 0.58 1 1.69   0 0.00   
                     
Estado civil  
Soltera 17 9.83 4 6.78   13 11.40   
0.673 
Casada 20 11.56 7 11.86   13 11.40   
Divorciada 8 4.62 4 6.78   4 3.51   
Unión libre 126 72.83 43 72.88   83 72.81   
Viuda 2 1.16 1 1.69   1 0.88   
                     
Régimen de 
afiliación a salud 
Vinculado-
Subsidiado 159 91.91 52 88.14   107 93.86   
0.191 
Contributivo-
Particular 14 8.09 7 11.86   7 6.14   
                    
Consumo de No 146 84.39 49 83.05   97 85.09   0.726 
Mediana de edad con LEI 40 
años (RIC 14 años)  
sin LEI fue de 41.5 años 
(RIC 13 años) 
Resultados!
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pn % n %
<30 29 16,76 11 18,64 18 15,79
30-40 54 31,21 21 35,59 33 28,95
> 40 90 52,02 27 45,76 63 55,26
Bogotá 65 37,57 32 54,24 33 28,95
Chaparral 3 1,73 2 3,39 1 0,88
Girardot 105 60,69 25 42,37 80 70,18
≤ SMMLV 155 89,60 53 89,83 102 89,47 0,942
> SMMLV 18 10,40 6 10,17 12 10,53
Analfabeta 1 0,58 1 1,69 0 0,00
Primaria 82 47,40 22 37,29 60 52,63
Secundaria 74 42,77 28 47,46 46 40,35
Universitaria 10 5,78 6 10,17 4 3,51
Técnica 6 3,47 2 3,39 4 3,51
Indígena 2 1,16 0 0,00 2 1,75
Blanca 4 2,31 2 3,39 2 1,75
Meztiza 166 95,95 56 94,92 110 96,49
Negra 1 0,58 1 1,69 0 0,00
Soltera 17 9,83 4 6,78 13 11,40
Casada 20 11,56 7 11,86 13 11,40
Divorciada 8 4,62 4 6,78 4 3,51
Unión libre 126 72,83 43 72,88 83 72,81
Viuda 2 1,16 1 1,69 1 0,88
Vinculado-
Subsidiado 159 91,91 52 88,14 107 93,86
Contibutivo-
Particula 14 8,09 7 11,86 7 6,14
No 146 84,39 49 83,05 97 85,09 0,726
Si 27 15,61 10 16,95 17 14,91
< 16 41 23,70 10 16,95 31 27,19
16-19 82 47,40 33 55,93 49 42,98
> 19 50 28,90 16 27,12 34 29,82
1 72 41,62 26 44,07 46 40,35
2-3 84 48,55 27 45,76 57 50,00
> 3 17 9,83 6 10,17 11 9,65
Ninguno 65 37,57 19 32,20 46 40,35
Quirúrgico 52 30,06 15 25,42 22 19,30
Hormonal 19 10,98 18 30,51 34 29,82
De barrera 37 21,39 7 11,86 12 10,53
0 4 2,31 1 1,69 3 2,63
1-2 76 43,93 28 47,46 48 42,11
3-4 74 42,77 27 45,76 47 41,23
> 4 19 10,98 3 5,08 16 14,04
0 7 4,05 2 3,39 5 4,39
1-2 95 54,91 35 59,32 60 52,63
3-4 66 38,15 21 35,59 45 39,47
> 4 5 2,89 1 1,69 4 3,51
No 82 47,40 27 45,76 55 48,25
Si 91 52,60 32 54,24 59 51,75
No 148 85,55 53 89,83 95 83,33
Si 25 14,45 6 10,17 19 16,67
No 137 79,19 47 79,66 90 78,95
Si 36 20,81 12 20,34 24 21,05
Normal 161 93,06 55 93,22 106 92,98
Anormal 12 6,94 4 6,78 8 7,02
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Característic   Categorías n % 
Mujeres con 
LEI (n= 59)   
Mujeres sin 
LEI (n =114)   p 
n %   n %   
                      
Edad, años 
<30  29 16.76 11 18.64   18 15.79   
0.493 30-40  54 31.21 21 35.59   33 28.95   
> 40  90 52.02 27 45.76   63 55.26   
                      
Origen 
Bogotá 65 37.57 32 54. 4   33 28.95   
0.001* Chaparral 3 1.73 2 3.39   1 0.88   
Girardot  105 60.69 25 42.37   80 70.18   
                      
Ingreso mensual 
≤ SMMLV  155 89.60 53 89.83   102 89.47   0.942 
> SMMLV  18 10.40 6 10.17   12 10.53     
                    
Escolaridad 
Analfabeta 1 .58 1 1.69   0 0.00   
0.094 
Primaria 82 47.40 22 37.29   60 52.63   
Secundaria 74 42.77 28 47.46   46 40.35   
Universitaria 10 5.78 6 10.17   4 3.51   
Técnica 6 3.47 2 3.39    3.51   
                     
Etnia 
Indígena 2 1.16 0 0.00   2 1.75   
0.321 
Blanca 4 2.31 2 3.39   2 1.75   
Mestiza 166 95.95 56 94.92   110 96.49   
Negra 1 0.58 1 1.69   0 0.00   
                     
Estado civil  
S ltera 17 9.83 4 6. 8   13 11.40   
0.673 
Casada 20 11.56 7 11.86   13 11.40   
Divorciada 8 4.62 4 6.78   4 3.51   
Unión libre 126 72.83 43 72.88   83 72.81   
Viuda 2 1.16 1 1.69   1 0.88   
                     
Régimen de 
afiliación a salud 
Vinculado-
Subsidiado 159 91.91 52 88.14   107 93.86   
0.191 
C ntributivo-
Particular 14 8.09 7 11.86   7 6.14   
                    
Consumo de No 146 84.39 49 83.05   97 85.09   0.726 
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-11, -16, and -33!infected samples were used as positive
controls for type-specific identifications (16). Appropriate
positive and negative controls were included in each assay
to rule out DNA contamination.
Statistical Analysis
The population size was estimated with the consideration
that 1778 individuals yield a 95% confidence interval, equal
to the sample proportion plus or minus 0.02 when the esti-
mated proportion is 0.25 (4). On the basis of a stratum of
five geographical regions, the number of samples was
adjusted considering a proportional allocation, where the
size depends on the number of cytologies being taken in
each region. For the statistical analysis, the age of the
subject, age at first intercourse, lifetime number of sexual
partners, and number of full-term pregnancies were treated
as categorical variables and summarized by the use of
percentages with their corresponding 95% confidence inter-
vals (CIs). Differences between proportions were evaluated
by applying ac2 and a Fisher exact test, whereas associations
between categorical variables were assessed using odds ratios
(ORs) with their corresponding 95% CIs. Binomial logistic
regression was performed to evaluate the relationship
between risk factors and infection (taken as a binomial
outcome). In addition, an ordinal logistic regression was
used for estimating adjusted ORs, considering the presence
of any of the three infection levels (none, single, multiple)
as the main outcome variable. An ordinal logistic model
was performed to assess association between variables,
including interaction terms between the variables of preg-
nancies, lifetime number of sexual partners, ethnicity and
geographic region, for this purpose, we performed a stepwise
model using 0.15 as p.e and 0.2 as p.r. These statistical proce-
dures were carried out using STATA! software, setting the
level of significance to 0.05.
RESULTS
A total of 2110 cervical epithelium samples were collected
from women inhabiting the five different regions analyzed
in this study. Two hundred and five samples (14%) were
excluded from the study because of poor DNA quality,
and five samples (0.2%) were excluded because they be-
longed to women older than 69 years of age. The remaining
1810 samples (testing positive for the b-globin gene) were
analyzed with the two generic primer sets, identifying
HPV-DNA (as indicated by the positive amplification
with GP5þ/GP6þ, MY09/11, or both) in 897 samples
(49.6%) and coinfection in 581 (64.8% of HPV-positive
samples) of them. A total of 702 samples (38.8%) showed
positive amplification with MY09/11 and 457 (25.2%)
showed positive amplification with GP5þ/GP6þ. PCR
assays with generic primers were carried out twice at
different times to avoid false-positive readings attributable
to sample contamination.
Cytological findings were classified according to the Be-
thesda system. According to this criteria, 92 Pap smears
(5.1%) were missing/unsatisfactory, 1563 (86.4%) were
negative for intraepithelial lesion or malignancy, and 155
(8.5%) showed cytologic abnormalities, with this later value
being slightly greater than the percentages reported for
other Colombian populations (17). There were atypical
squamous cells of undetermined significance in 92 of the
samples with cytologic abnormalities (5.1%), low-grade
squamous intraepithelial lesion in 50 (2.7%), and high-
grade squamous intraepithelial lesions in 13 (0.7%) of them.
The frequency ofHPV-DNAdetectionwas 61.1% for Le-
ticia, 54.3% for Chaparral, 46.1% for Engativ!a, 51.6% for
Girardot, and 49.0% for Tumaco. HPV-16 was the most
frequently found viral type, followed in decreasing order
by HPV 31, 18, 33, 45, 58, and 6/11. Whenever he LR-
HPV types 6/11 were detected, coinfection with HR-HPV
ty es was also det cted. A similar distribution of HPV
frequencies was observed in Engativ!a, Leticia, and Girardot;
however, it is worth noting that the greatest frequency of co-
infection was found in the latter two populations (pZ .010;
Table 2). In Chaparral and Tumaco, HPV-18 was the
second most commonly encountered type of HPV, followed
in decreasing order by HPV 31, 33, 45, and 58 (Figure 1).
Significant differences were observed between the
proportions of HPV infecting each population when being
analyzed regarding the place of origin of the females
(Figure 1). HPV-16 was more common in Leticia-Amazonas
(p Z .004) and HPV-18 in Girardot-Cundinamarca and
Chaparral-Tolima (p Z .001). HPV-31, -33, and -45 were
more frequently detected in Girardot-Cundinamarca and
Leticia-Amazonas (pZ .000), whereas HPV-58 was predom-
inantly identified inGirardot-Cundinamarca, Leticia-Amazo-
nas, and Engativ!a-Bogot!a (p Z .002), and HPV-6/11 in
Chaparral-Tolima (pZ .000).
When we calculated the association between any HPV
infection (PCR amplification with at least one primer set)
TABLE 2. Relative frequency of single and multiple HPV
infections with the types evaluated in this study, according











Leticia-Amazonas 54 (38.9) 19 (13.7) 66 (47.4) 139
Chaparral-Tolima 68 (45.6) 31 (20.9) 50 (33.5) 149
Engativ!a-Bogot!a 429 (53.8) 153 (19.3) 214 (26.9) 796
Girardot-Cundinamarca 155 (48.4) 19 (6.0) 146 (45.6) 320
Tumaco-Nari~no 207 (51.0) 94 (23.2) 105 (25.8) 406
Total 913 (50.4) 316 (20.2) 581 (29.4) 1,810
*Percentages are calculated by rows.
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consensus primers MY09 and MY11. Then, the GP5+/GP6+
primer pair was used to amplify a 140 bp internal fragment.
The nested PCR was performed by using MY09/MY11 and
GP5+/GP6+ primers. Amplification of a 268 bp fragment of
the !-globin gene was used to assess human DNA quality
(Lefevre et al., 2003). The PCR products were separated by
electrophoresis on 2% agarose, and the HPV amplification
products were purified by QIAGEN PCR purification and
directly sequenced using the ABI PRISMTM Big Dye Termi-
nator cycle sequencing ready reaction kit (PE Biosystems)
on ABI 310 DNA analyzer. The nucleotide sequences were
aligned and compared with those of known HPV type avail-
able through the GenBank database by using BLAST 2.0
software server (http://www.ncbi.nih.gov/BLAST). In accor-
dance with established guidelines, a nucleotide sequence was
assigned to an HPV type if it corresponds in more than 95%
with a known HPV genotype (Gravitt et al., 2003).
2.6. Data analysis
Data were validated by frequencies n range checks and
analyzed with a software package (STATA PC) (STATA,
1984–2001). Riskwas estimated by calculating the odds ratio
(OR) as an approximation of relative risk (RR)with 95% con-
fidence interval (95% CI) (Schsselmann, 1982).
3. Results
3.1. The relationship between ages and cervical lesions
in China
Analysis of demographic data revealed some differences
among the various subject groups. The mean age of the
Table 1







Healthy controls 60 29 36.5± 8.5
Cervicitis 63 20 33.7± 8.4
CIN1 58 24 37.2± 7.7
CIN2 69 18 36.2± 8.8
CIN3 66 20 36.1± 8.0
CIN1–CIN3 69 18 36.5± 7.4
CIS 63 23 37.8± 7.4
CC I 73 22 43.1± 10.3
CC II 84 27 48.9± 11.9
CC III 76 25 50.9± 10.3
CC I–CC III 84 22 46.7± 11.4
CIN, cervical intraepithelial neoplasia; CIS, cervical cancer in situ; CC,
invasive cervical cancer.
control group consisting of healthy Chinese women was
36.5± 8.5 years while the mean age of patient groups ranged
from 33.7 to 50.9 years (Table 1). There was an association
between the age of patients and increasing severity of cervical
lesions (Table 1).
3.2. HPV DNA prevalence
All subjects also had a cytological examination and HPV
DNA detection. Histological verification was carried out for
specimens with abnormal cytology. Biopsy specimens of
the uterine cervix under colposcopy were obtained from all
women with suspected cancer. The results showed that the
rates of HR HPV infection were 33.1% in cervicitis, 68.8%
in CIN1, 80.3% in CIN2, 90.2% in CIN3, 90.9% in cervi-
cal carcinoma in situ, 89.9% in invasive CC and 25.0% in
age-matched healthy controls (Table 2).
Table 2
Prevalence of high-risk HPV infection in cervical lesions in China
Categories No. of cases tested (n) Number positive (n) Positive rate (%) HPV DNA viral load (X±S.D.)
Healthy controls 68 17 25.0 161.9± 856.3
Cervicitis 139 46 33.1 155.2± 556.7
CIN1 48 33 68.8 214.8± 447.4
CIN2 122 98 80.3 352.7± 611.6
CIN3 92 83 90.2 285.7± 478.2
CIS 66 60 90.9 303.7± 512.3
CC 475 427 89.9 434.9± 673.8
CIN, cervical intraepithelial neoplasia; CIS, cervical cancer in situ; CC, invasive cervical cancer.
Table 3
HPV DNA load and its distribution in women with cervical cancer and precancerous lesions
Categories Negative, X±S.D. (%) Low, X±S.D. (%) Medium, X±S.D. (%) High, X±S.D. (%)
Controls 0.5± 0.2 (75) 4.2± 2.7 (13.2) 51.6± 25.8 (5.9) 2686.9 ± 2709.1 (5.9)
Cervicitis 0.3± 0.2 (66.9) 2.9± 1.8 (11.5) 39.1± 26.6 (10) 1309.1 ± 1115.5 (11.5)
CIN1 0.5± 0.3 (31.2) 3.5± 2.7 (22.9) 38.2± 26.1 (18.8) 763.2 ± 579.6 (27.1)
CIN2 0.5± 0.2 (19.7) 3.8± 2.6 (18) 30.9± 22.0 (19.7) 811.4 ± 716.2 (42.6)
CIN3 0.4± 0.3 (9.8) 3.1± 2.2 (18.5) 41.4± 24.2 (30.4) 659.6 ± 562.8 (41.3)
CIS 0.6± 0.3 (9.1) 3.4± 2.9 (15.2) 35.7± 19.2 (27.3) 605.2 ± 610.9 (48.5)
CC 0.5± 0.3 (10.1) 4.9± 2.9 (14.7) 38.9± 24.9 (24.6) 843.9 ± 768.0 (50.5)
Negative: HPV DNA<1.0; low: 1.0≤HPV DNA<10.0; medium: 10.0≤HPV DNA<100.0; high: HPV DNA>100.0.
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n % n % n % n % n % n %
VPH-16 86 49,71 25 42,37 12 20,34 22 37,29 62 54,39 13 11,40 39 34,21 0,186
VPH-18 117 67,63 18 30,51 10 16,95 31 52,54 38 33,33 18 15,79 58 50,88 0,928
VPH-31  71 41,04 40 67,80 1 1,69 18 30,51 62 54,39 3 2,63 49 42,98 0,257
VPH-33  14 8,09 54 91,53 0 0,00 5 8,47 105 92,11 1 0,88 8 7,02 0,846
VPH-45 67 38,73 36 61,02 9 15,25 14 23,73 70 61,40 10 8,77 34 29,82 0,366
VPH-58  56 32,37 42 71,19 7 11,86 10 16,95 75 65,79 16 14,04 23 20,18 0,772
VPH-AR 159 91,91 4 6,78 8 13,56 47 79,66 10 8,77 12 10,53 92 80,70 0,777
n %
Mujeres con LEI  (n= 59) Mujeres sin  LEI  (n=114)
pNegativa Baja carga viral Alta carga viral Negativa Baja carga viral Alta carga viralTipo VPH  
Distribución tipo específica de la carga viral absoluta categorizada.  
Abreviaciones: VPH: virus del papiloma humano; VPH-AR: virus del papiloma humano de alto riesgo, infección con al menos un tipo 
viral de los 6 tipos analizados; LEI: lesión escamosa intraepitelial. *Carga viral VPH: categorizada como ‘ ≤ 0 copias virales = negativa, 
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0 < VL≤105 copias virales = baja carga viral, >105 copias virales = alta carga viral. 
VPH<16%(57.63%)%y%VPH<45%(38.98%)%!
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ICC across the Asian continent, which is estimated to bear
more than half of the world’s cervical cancer burden.6
The most common types in ICC after HPV16 and HPV18
were confirmed to be consistent in all world regions and over
time, namely a combination of HPV31, 33, 35, 45, 52 and 58,
with few exceptions. Our present findings are in agreement
with those from our previous meta-analysis,3 as well as with
those from the uniformly tested samples of the IARC
Figure 1. The ten most frequently detected human papillomavirus (HPV) types in invasive cervical cancer (ICC) 1990–2010, by region.
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4.  Cuantificar el ADN genómico y el número de copias virales 
presentes en muestras cervicales de las mujeres incluidas en 
el estudio.  
 
5.  Establecer las diferencias existentes en la distribución de la 
carga viral de seis tipos de VPH entre  mujeres con y sin 
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Las cargas virales fueron transformadas en logaritmo en base 10. Abreviaciones: VPH: virus del papiloma humano; LEI: lesión escamosa 
intraepitelial; RIC: rango intercuartil; n/a: No aplicable. *Copias VPH/célula= Número de copias de VPH/ (Número de copias HMBS/2).  
**VPH-AR: virus del papiloma humano de alto riesgo, infección con al menos un tipo viral de los 6 tipos analizados. 
Absoluta Normalizada Absoluta Normalizada Absoluta Normalizada
VPH-16 66.67 (22) 6.42 (1.69) 1.79 (0.54) 57.89 (11) 6.77 (3.04) 1.69 (0.64) 0 n/a n/a
VPH-18 66.67 (22) 6.29 (1.34) 1.84 (0.51) 68.42 (13) 6.61 (2.28) 1.67 (1.79) 100 (1) 7.02 (n/a) 2.07 (n/a)
VPH-31 30.30 (10) 8.51 (1.90) 2.39 (0.38) 31.58 (6) 9.69 (6.00) 3.50 (2.17) 0 n/a n/a
VPH-33 3.03 (1) 6.75 (n/a) 1.98 (n/a) 10.53 (2) 8.48 (1.70) 2.37 (2.06) 100 (1) 10.57 (n/a) 3.13 (n/a)
VPH-45 51.52 (17) 6.13 (2.95) 1.79 (1.00) 42.11 (8) 6.24 (1.17) 1.61 (0.80) 0 n/a n/a
VPH-58 21.21 (7) 5.93 (3.89) 2.14 (2.35) 36.84 (7) 6.12 (0.34) 1.75 (0.28) 0 n/a n/a
VPH-AR 94.34 (31) 6.37  (1.20) 2.06 (0.63) 94.74 (18) 6.77 (2.97) 2.12 (1.37) 100 (1) 8.80 (n/a) 2.60 (n/a)
Tipo VPH  
Negativa  (n=33) LEI-BG (n=19) LEI-AG  (n=1)
 % (n)  
Carga Viral, mediana (RIQ) 
 % (n)  
Carga Viral, mediana (RIQ) 
 % (n)  






tence and viral load, especially in high-risk HPV types, had
a much greater risk of incidence of high-grade squamous
intraepithelial lesion (HSIL) and CC than women negative
to HPV [9,24,25]. A consistently increased load of HPV 16
already!10 years prior to diagnosis has been reported even
when many smears were cytologically normal [12,13].
However, these authors had the same opinion concerning
low predictive value to viral load HPV in cervical cancer
diagnoses.
Variation of amount of HPV in women could be ex-
plained by both environmental factors and host genetic
factors. Certain environmental factors such as smoking, use
of oral contraceptives, and number of pregnancies have
shown a relationship with CC and precursor lesions, taking
into consideration HPV infection [29–31]. Although smok-
ing has been identified as a cofactor in development of CC
and has been related with higher genital HPV infection rate
[29,32], we did not find a significant association with HPV
infection and/or viral load with CIN, as several other studies
have shown [33,34].
We observed that use of oral contraceptives had a sig-
nificant protective effect with CIN 1/CIN 2–3 even when we
adjusted analysis by HPV infection; however, this associa-
tion lost significance when other cofactors were considered
for measuring association between viral load and CIN
1/CIN 2–3 in multinomial analyses.
Studies concerning oral contraceptive use and cervical
cancer have not been consistent in their findings [35,36].
Some have identified strong evidence of this association
with adenocarcinoma of cervix but not with squamous cer-
vical cancer [30,37]. However, other authors consider that
studies not restricted to women positive for HPV could have
underestimated the effect of oral contraceptives in squa-
mous-cell carcinomas [31].
Significant associations between high parity and risk of
invasive and in situ carcinomas of the cervix have been
Table 3
Multinomial analysis in HPV DNA load and women with cervical intraepithelial neoplasia (CIN) stage
Viral load (Log10RLU) Controls CIN 1 CIN 2,3
n0 " 182 n1 " 102 ORa CI 95% n2 " 80 ORa CI 95%
Negative 146 21 1.0 5 1.0
Low (0.01–0.99) 18 27 16.8 7.2–39 8 23.6 6.4–8.8
Middle (1.0–1.99) 12 36 35.7 14.1–91 16 71.2 19.4–261
High (2.0–3.6) 6 18 29.9 9.7–92 51 365.8 94.7–1412
HPV positive 36 81 26.6 12.9–54.7 75 111.4 35.2–352
Note. Control was comparison group; odds ratios were adjusted by age, deliveries, and sexual partners.
Fig. 3. Human papilloma virus DNA load in CIN lesion degree. Median viral load shows significative differences between them (Kruskal–Wallis test
X2 " 52.2, P # 0.001).
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Tipo VPH  Carga viral Mujeres con 
LEI / Sin LEI 
OR crudo 
(95%CI) 
OR* IC 95% 
          
VPH-16  
Negativa  25/62 Referencia     
0 < CV ≤ 5.86 12/13 2.19 (0.88 – 5.43) 3.53 1.16 – 10.74 
5.86 < CV  22/39 1.27 (0.64 – 2.50) 2.63 1.09 – 6.36 
          
VPH-18 
Negativa  18/38 Referencia     
0 < CV ≤ 5.95 10/18 1.14 (0.45 – 2.89) 1.72 0.52 – 5.69 
5.95 < CV  31/58 1.06 (0.52 – 2.17) 1.77 0.68 – 4.63 
          
VPH-31  
Negativa  40/62 Referencia     
0 < CV ≤ 5.14 1/3 0.52 (0.04 – 6.29) 0.15 0.01 – 2.26 
5.14 < CV  18/49 0.60 (0.32 – 1.14) 0.34 0.15 – 0.78 
          
VPH-33 
Negativa  54/105 Referencia     
0 < CV ≤ 4.60 0/1 0.00 (0 - ,) 0.00 0.00 - , 
4.60 < CV  5/8 1.43 (0.45 – 4.50) 1.67 0.44 – 6.28 
          
VPH-45 
Negativa  36/70 Referencia     
0 < CV ≤ 5.98  9/10 1.53 (0.60 – 3.92) 2.94 0.92 – 9.44 
5.98 < CV  14/34 0.79 (0.38 – 1.67) 1.13 0.43 – 2.96 
          
VPH-58 
Negativa  42/75 Referencia     
0 < CV ≤ 5.97 7/16 0.83 (0.32 – 2.11) 0.73 0.23 – 2.31 
5.97 < CV  10/23 0.83 (0.37 – 1.83) 0.86 0.35 – 2.12 
          
VPH-AR** 
Negativa  4/10 Referencia     
0 < CV ≤ 5.94 8/12 1.73 (0.40 – 7.47) 1.01 0.23 – 4.50 
5.94 < CV  47/92 1.18 (0.35 – 4.00) 1.39 0.25 – 7.81 
            
 




Abreviaciones: VPH: virus del papiloma humano; VPH-
AR: virus del papiloma humano de alto riesgo, infección 
con al menos un tipo viral de los 6 tipos analizados; CV: 
carga viral; LEI: lesión escamosa intraepitelial; OR: odds 
ratio; IC: intervalo de confianza. *Ajustado por origen, 
etnia, edad de primera relación sexual y número de tipos 
virales. ** Carga viral total= sumatoria carga viral de los 
tipos detectados/ número de tipos virales detectados. 
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•  Los tipos más prevalentes en la población de este estudio, 
fueron VPH-18, VPH-16 en mujeres con lesiones, y en mujeres 
sin lesiones, además de éstos dos, VPH-31.  
•  Aunque la distribución de la carga viral de los seis tipos de 
VPH evaluados, no fue diferente entre los dos grupos de 
mujeres, al analizar entre mujeres sin anormalidad, con LEI-BG 
y LEI-AG,  la carga de VPH-31 fue menor en mujeres con 
lesiones de alto grado.  
•  Se observó un aumento en la carga viral de VPH-18 y VPH-33 
proporcional al grado de lesión cervical, determinadas tanto 




•  Se identificó una asociación tipo-específica entre la carga 
viral del VPH, con la presencia de lesiones cervicales.  
•  Mayor asociación entre la presencia de lesiones cervicales y 
cargas virales bajas de VPH-16, y cargas altas de VPH-31.  
•  Esta asociación podría relacionarse con el tiempo de 
duración de la infección y con la respuesta del sistema 
inmune ante cargas virales altas o bajas. 
•  Cuantificar la carga viral podría mejorar el valor predictivo de 
la detección de VPH, aunque, el alcance de la 





•  Técnica reproducible, sensible y específica (PCR en tiempo real) 
para  los 6 tipos de VPH de alto riesgo más frecuentes en Colombia.  
•  Primer estudio que evalúa la asociación entre la carga viral de VPH 
con la frecuencia de lesiones cervicales en regiones con alta 
prevalencia de VPH en Colombia. 
•  Implementación de la cuantificación de la carga viral (como 
marcador de riesgo, tipo- específico para CC) para mejorar y 
fortalecer los programas de tamización de CC. 
•  Identificar mujeres VPH positivas con mayor riesgo de desarrollar 
lesiones precursoras, y mujeres aún sin anomalías cervicales, para 
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Abstract
Background: Analysing human papillomavirus (HPV) viral load is important in determining the risk of developing
cervical cancer (CC); most knowledge to date regarding HPV viral load and cervical lesions has been related to HPV-16.
This study evaluated the association between the viral load of the six most prevalent high-risk viral types in Colombia
and cervical intraepithelial neoplasia (CIN) frequency.
Methods: 114 women without CIN and 59 women having CIN confirmed by colposcopy, all of them positive by
conventional PCR for HPV infection in the initial screening, were included in the study. Samples were tested for six
high-risk HPV types to determine viral copy number by real-time PCR. Crude and adjusted odds ratios (ORa) were estimated
for evaluating the association between each viral type’s DNA load and the risk of cervical lesions occurring.
Results: The highest viral loads were identified for HPV-33 in CIN patients and for HPV-31 in patients without lesions (9.33
HPV copies, 2.95 interquartile range (IQR); 9.41 HPV copies, 2.58 IQR). Lesions were more frequent in HPV-16 patients having a
low viral load (3.53 ORa, 1.16–10.74 95%CI) compared to those having high HPV-16 load (2.62 ORa, 1.08–6.35 95%CI). High
viral load in HPV-31 patients was associated with lower CIN frequency (0.34 ORa, 0.15–0.78 95%CI).
Conclusions: An association between HPV DNA load and CIN frequency was seen to be type-specific and may have
depended on the duration of infection. This analysis has provided information for understanding the effect of HPV DNA load
on cervical lesion development.
Keywords: Cervical intraepithelial neoplasia, HR-HPV, HPV DNA load, RT-PCR
Background
The main factor for developing cervical cancer (CC) lies
in persistent infection by at least one viral type of high-
risk human papillomavirus (HR-HPV). Fifteen types of
HR-HPV have been described, 99.7% being associated
with cases of CC and/or cervical intraepithelial neoplasia
(CIN) [1-3]. However, some host and virus related fac-
tors modulate such association, i.e. HPV viral load [4,5].
Researchers have thus become interested in HPV viral
load. Its association with infection duration has already
been described [6,7]. Prior studies have determined the
association between viral load and CC severity, progres-
sion and development, whilst others have found that the
amount of HPV DNA increases proportionally with le-
sion severity and can even be detected before cervical le-
sions develop [8-11]. However, other studies have found
no such association [12-14].
As HPV-16 is the viral type most associated with cases
of CC (50%–70%) [3,5], most knowledge concerning
HPV viral load and CC has been based on HPV-16.
Studies, which have included other HR-HPV types, have
not led to comparable results regarding those obtained
for HPV-16 [15,16].
The real-time polymerase chain reaction (RT-PCR)
has been widely used and described in detecting and
typing HPV, as well as quantifying a broad range of viral
copies and normalising viral load according to the
amount of human DNA, having high reproducibility,
sensitivity, specificity and yield [13,17]. It was thus consid-
ered that it would provide a suitable approach for
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•  Predominio de ciertas agrupaciones de tipos virales 
en IM+ factores sociodemográficos, o factores de 
riesgo, se asociados. 
•  Análisis de la dinámica de la carga viral del VPH en 
el tiempo, relación con desarrollo, presencia y 
regresión de lesiones precursoras y CC. 
•  Utilidad  de la cuantificación de la carga viral del 
VPH, para predecir el desarrollo de CC o de 
lesiones precursoras. 
•  Susceptibilidad genética??- HLA 
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